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Some Effeets 
of Ultra-violet on Respiration in Purple Bacteria 


By 
RoDERICK K. CLAYTON*, WILLIAM C. BRYAN **, and ALAN C, FREDERICK *** 


With 14 Figures in the text 


(Hingegangen am 18. November 1957) 


It has been shown (SistrRom et al. 1956) that a blue-green mutant of 
Rhodopseudomonas spheroides, equipped with bacteriochlorophyll but 
lacking colored carotenoids, is susceptible to injury through photo- 
oxidation mediated by the bacteriochlorophyll. R. spheroides (wild 
type) is not appreciably susceptible to photodynamic injury. The 
conclusion was drawn that in the wild type the carotenoids serve either 
to reduce innocuously the photo-oxidizing agent or to absorb excitation 
energy before it can lead to photo-oxidation. In support of this view, 
evidence was presented that carotenoids and_bacteriochlorophyll 

- molecules are in such close proximity, in R. spheroides, that the carot- 
enoids can modify the absorption spectrum of the bacteriochlorophyll. 


R. Y. STANIER (verbal communication) has suggested that carotenoids 
might afford a similar protection against the effects of ultra-violet or 
ionizing radiations. It was decided to explore this possibility by placing 
bacteria in quartz WarsurG-BarcrortT reaction vessels, irradiating 
them with UV, and then observing their metabolic activities mano- 
metrically. The bacteria employed were Rhodospirillum rubrum and 
Rhodopseudomonas spheroides. Cells grown photosynthetically contained 
bacteriochlorophyll and carotenoids; cells grown aerobically in the dark 

_were almost lacking in these pigments. Light-grown cells of the blue- 
green mutant of R. spheroides were also studied. In most of the experi- 
ments, rate of respiration was taken as a criterion for injury induced by 
UV. Chemical protection and potentiation of the injury by oxygen were 
also explored. 

Prior to these measurements, respiration was studied in UV-irradiated 
Rh. rubrum; the bleaching (reduction) of methylene blue served as an 
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index of respiratory activity. In these experiments, comparisons were 
drawn between the behaviour of “fresh” and ‘‘starved” cells, and be- 
tween endogenous and exogenous respiration. : 


I. Experiments using Methylene Blue 
A. Method « 


The experimental procedure can be summarized as follows: Suspen- 
sions of Rhodospirillum rubrum (strain S-1, vAN NIEL) were irradiated 
with UV; following the addition of methylene blue the preparations 
were aerated and then allowed to stand quietly. The time was noted at 
which methylene blue began to be bleached; it was assumed that at 
that time all of the dissolved oxygen had been reduced. The reciprocal of 
the time required for bleaching to begin (to be denoted ¢g) was taken 
as the mean rate, R, of respiration during this interval (R = 4/t,). 


The bacteria were grown photosynthetically in tap water plus 1% yeast extract; 


mature cultures were resuspended in distilled water plus minerals* plus 0.3% sodium 
succinate. After 16 hours illumination these cultures were resuspended to a density 
of 1% (v/v) in distilled water plus minerals!. These “fresh” cell suspensions were 
used in some experiments; in others the “‘fresh”’ cell suspensions were aerated in 
the dark for 48 hours and the cells resuspended in the same mineral medium, again 
to a density of 1% (‘‘starved”’ cell suspensions). 

An experiment was begun by placing 2.7 ml. of the 1% suspension (either 
“fresh” or “‘starved’’) into each of six Vycor (96% silica) tubes, 1/, inch in diameter. 
The tubes were exposed, for various durations ranging from zero to 50 minutes, to 
UV from a “home-made” low-pressure mercury arc lamp. Exposures were pro- 
grammed so that they terminated simultaneously for all six tubes. The contents of 
each tube were then poured into a 10 ml. test tube containing 0.05 ml. of 0.1% 
methylene blue (endogenous respiration studied) or 0.05 ml. of 0.194 methylene 
blue plus 0.05 ml. of 10% Na succinate (exogenous respiration studied). The test 
tubes were stoppered and agitated mechanically for five minutes to ensure thorough 
aeration; they were then placed immediately into dark chambers and the time was 
noted. 

The dark chambers consisted of holes drilled vertically into a wooden block, 
each one just large enough to accommodate a test tube. Near the bottom of each 
hole, a pair of small opposed windows permitted light to pass from a lamp, through 
the test tube, to a Weston photronic cell equipped with a galvanometer. Bleaching 
of methylene blue was thus signaled by an increased galvanometer deflection, 
corresponding to greater transmission of light through the suspension. Each 
preparation was exposed to the measuring light for about two seconds out of every 
50 seconds. Successive galvanometer deflections for one preparation are shown in 
Fig. 1; it can be seen that the bleaching of methylene blue began abruptly after 
several minutes. While the preparation contained dissolved oxygen, any methylene 
blue which was bleached became re-oxidized immediately. 

When the onset of bleaching had been recorded, the preparation was aerated 
once more, and the progress of a second bleaching was noted. In this way, average 
“rate of respiration’’ (reciprocal of tz) could be measured several times in the 
course of an experiment. The data were processed as follows: Suppose that one set of 


* 0.1% (NHj)280,; 0.05% MgCl, ; 0.02% CaCl, ; 0.02 m phosphate buffer, py 7.0. 


Galvanomerer deflection 
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observations (from the termination of aeration to the onset of bleaching) encom- 
passed the interval from 60 to 80 minutes after the end of irradiation. Then during 


this period tg = 20 min. and the mean rate was R = 30 = 0.05 min-!. Equating 


“average rate during the interval” to “instantaneous rate at the mid-point of the 
interval”, R = 0.05 mint at t = 70 min. Proceeding in this way, R could be plotted 
against t; through extrapolation and interpolation, the values of R at t = 0 and at 
¢ = 60 min. (immediately after irradiation and one hour later) were established. 
UV doses are expressed in ar- 
bitrary units; i.e., as minutes of 
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Fig. 1. Bleaching of methylene blue ina Fig. 2. Attenuation of respiration by UV irradi- 
suspension of Rhodospirillum rubrum: ation, for Rh. rubrum in the presence of methylene 
aerationterminated at ¢=0; galvanometer blue. See text for interpretation of ‘“‘rate of respi- 
deflection indicates optical transmission of ration, R’’, and for experimental details. 
the suspension. The time of the onset of eee Exogenous; fresh cells; ooo Endogenous; 
bleaching is denoted ¢R fresh cells; x X x Endogenous; starved cells 


B. Results and discussion 


Fig. 2 shows the experimental results for fresh cells respiring in the 
presence of succinate (exogenous), for fresh cells performing endogenous 
respiration, and for starved cells (endogenous respiration). Hach curve 
of rate vs. dose represents data from two separate experiments in which 
the rates for zero dose happened to be equal. One experiment in each 
pair included doses of 0, 10, 20, 30, 40, and 50 min.; the other included. 
doses of 0, 5, 15, 25, 35, and 45 min. The precision of the method can be 
judged from the extent to which the experimental points describe a 


smooth curve. 
15* 
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The curves for fresh cells display, roughly, a simple exponential form 
suggesting the first-order inactivation of a rate-limiting enzyme. The 
attenuation of exogenous respiration is more severe than that of endog- 
enous respiration; consequently the rates of these processes tend to 
become equal as the UV dose increases (note the convergence of the two 
uppermost curves). For the larger doses, the oxidation of externally 
supplied succinate might have been nil; ie., the activity reported 
as “exogenous respiration”? may in fact have been largely endogenous. 
The experimental method did not permit a distinction between “endoge- 
nous’’ and ‘“‘exogenous”’ contributions to respiration in the presence of a 
substrate. 

The behaviour of starved cells (whose internal carbon reserves had 
been depleted) was strikingly different from that of fresh cells. In starved 
cells which had not been irradiated, endogenous respiration proceeded 
much more slowly than in non-irradiated fresh cells. The effect of 
moderate irradiation in starved cells was to accelerate endogenous 
respiration; immediately after 40 minutes’ irradiation, the rates for 
starved and fresh cells were equal. Starved and fresh cells behaved 
almost identically after doses greater than 40 min. A similar stimulation 
of endogenous respiration in starved yeast cells and in Achromobacter 
fischeri has been described by GrEsE (1942). It would appear that the 
rate of endogenous respiration in starved cells is limited by the availa- 
bility of oxidizable carbon compounds inside the cell, and that irradiation 
removes this limitation. This could occur if compounds of high molecular 
weight, such as proteins, were degraded by UV to simpler, more rapidly 
oxidized forms (see CARPENTER 1939). An explanation which has received 
more support (GresE and Swanson 1947) is that intracellular barriers, 
separating enzymes from suitable substrates, are destroyed by 
irradiation. 

The rate of respiration declined progressively in irradiated cells; one 
hour after irradiation the injury was more severe. This deterioration was 
more conspicuous after a larger dose of UV (see Fig. 2). The same 
behavior was observed in manometric experiments (see the next 
section); in some cases a relatively small dose would lead to respiration 
at a normal rate for some time, followed by a decline in rate. This sort of 
behavior has been observed in the respiration of UV-irradiated 
Achromobacter fischeri (Grmsn 1941), of X-irradiated Escherichia coli 
(BILLEN et al. 1953), and of UV-irradiated Azotobacter agile (GouCHER 
et al. 1955). These authors have favored the plausible explanation that 
the deterioration arises from the inactivation of a precursor, or source, of 
the rate-limiting enzyme. 

The presence of methylene blue is undesirable, since it perturbs the 
metabolic processes of the organism. At the concentration (about 
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5 x10~° Mm) employed in these experiments, however, neither respiratory 
oxygen uptake nor oxidative carbon assimilation were inhibited notice- 
ably (see Crayton 1955). The technique described in this section is 
useful, owing to its simplicity, in surveying a wide range of experimental 
situations. For the more careful investigation of a particular question, 
the manometric method is undoubtedly to be preferred. 


Il. Manometric Experiments 
A. Method 


Rhodospirillum rubrum (strain S-1, van Nie), Rhodopseudomonas spheroides 
(strain 2.4.1, van Nie), and the blue-green mutant of R. spheroides (STANIER’S 
mutant UV-33, derived from wild-type strain 2.4.1) were grown in a modified form 
of HuTNER’s semisynthetic medium, described by ConEN-Bazire et al. (1957). The 
medium contained minerals, chelating agents, vitamins, casein hydrolysate, and 
ammonium malate. Cultures grown in the light, in florence flasks filled to the neck, 
contained bacteriochlorophyll and (except for the blue-green mutant of R. spheroides) 
carotenoids. Cultures grown aerobically in the dark, in agitated erlenmyer flasks, 
were almost free of these pigments. 

Cells from mature cultures were washed and resuspended in one of two media, as 
indicated in the captions of Figs. 5 to 14: “Bicarbonate’’, consisting of 0.006 Mm 
NaHCO, in distilled water, or “‘mineral-bicarbonate’’, consisting of 0.006 mM NaHCO,, 
0.02 m (Na,HPO, + KH,PO,) at px 7.0, 0.1% (NH,), SO, 0.05% MgCl, and 
0.02% CaCl,, in distilled water. In the latter case, the bicarbonate was placed 
separately in each reaction vessel and mixed with the suspension after the vessel 
had been closed. 

Cell suspensions of density 1.5 mg. (dry weight) per ml. were enclosed in quartz 
WARBURG-BARCROFT reaction vessels (2.2 ml. per vessel) and agitated for about 
20 minutes in a bath at 31° C or at 37° C, as specified in the captions of the figures. 
The contents were then irradiated at room temperature (about 22° C) for durations 
ranging from zero to 15 minutes, after which sodium malate was tipped into the 
suspensions, to a concentration of 0.025 mM, and the vessels were returned to the 
bath. Following 20 minutes’ thermal equilibration, respiration (or, in the case 
reported in Fig. 8, photosynthesis) was observed manometrically. In the figures, 
“+ — 0” denotes the time at which irradiation ended. The results of a typical 
experiment are shown in Fig. 5. In this figure, and in all subsequent ones, mano- 
meter readings (‘‘Ah’’) have been corrected for differences in vessel constants, in 
order to make comparable the rates of gas exchange observed with the different 
vessels. 

In the experiments the gas exchange was such that endogenous activity did not 
contribute appreciably to the observed pressure changes; these could be associated 
solely with the utilization of malate. Control experiments, in which malate was 
withheld, confirmed this fact and ensured further that “photodynamic” effects of 
the sort described by Buum (1941) were not observable. The latter would involve an 
oxygen uptake with almost no attendant evolution of CO,. In one experiment 
(Fig. 7) malate was withheld and the measurement of endogenous respiration was 
made possible by placing 0.5 ml. of 5 nN KOH on filter paper in the center well of 
each vessel. The suspension medium in this case was 0.02 phosphate buffer 
(pu 7.0). 

In the usual case, vessels were irradiated immediately after their removal from 
the bath in which they had been agitated. In a few cases (indicated in the figures), 
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the suspensions were allowed to become essentially anaerobic prior to their irra- 
diation. This was achieved by allowing the vessels to stand quietly for one hour, 
during which time the dissolved oxygen was removed through endogenous respira- 
tory activity. In some experiments, additional reagents were added prior to irradi- 
ation: 10 pmol. glutathione, 10 wmol. homocysteine, or 0.5 mg. commercial catalase 
(Worthington: 100 units/mg.). 

Except where photosynthesis was studied, the vessels were exposed to no light 
other than that used in irradiation. Light for photosynthesis was provided by a 
bank of tungsten-filament lamps. Irradiation was delivered by two 15 watt General 
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Fig. 3. Absorption spectra of light-grown and dark-grown Rh. rubrum, suspended in */,-saturated 

aqueous sucrose solution. Sample thickness 1 cm.; density 0.375 mg. (dry weight)/ml. Upper curve: 

Light-grown Rh. rubrum; Lower curve: Dark-grown Rh. rubrum. In the region 240—300 mz, the 
ordinate is reduced twofold 


Electric germicidal lamps, which emit 2.9 watts at 254 mu, 0.1 watts in the range 
280—380 my, and 0.3 watts in the range 380—760 my. The radiant flux entering 
the reaction vessels was about 10-° watt/cem? at 254 my. 

Densities of cell suspensions were determined colorimetrically; for each type of 
organism (light-grown Rh. rubrum, dark-grown Rh. rubrum, etc.) a calibration 
curve had been prepared relating colorimeter readings to densities in dry weight 
per ml. Through the use of a standard density (1.5 mg. dry weight per ml.) it was 
anticipated that the doses of UV received by the various types of cells would be 
comparable. The absorption spectra shown in Figs. 3 and 4 suggest that this 
expectation was, approximately, realized: The optical densities of the five types of 
cells (all adjusted to densities of 0.375 mg./ml.) were approximately equal at 
254 mu, and at this wavelength the visible pigments do not appear to have contri- 
buted appreciably to the total absorption. Even so, the most serious experimental 
uncertainty undoubtedly arose from an inaccurate knowledge of relative doses 
received by different types of bacteria. As can be seen from Fig. 6, the effect of 
mutual shading by the bacteria is considerable; a moderate change in density of the 
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suspension led to a large change in the effectiveness of six minutes’ irradiation. A 
further consequence of this shading was that some of the cells in any one vessel 
undoubtedly received much larger doses than others. 

Two points should be mentioned in connection with the absorption spectra 
(Figs. 3 and 4). First, by suspending the cells in sucrose solution a significant 
reduction of light scattering was attained (cf. Surpaa et al. 1954, who compensated 
for scattering by means of an opalescent plate behind the cuvette). Second, the trace 
of bacteriochlorophyll present in the dark-grown, wild type R. spheroides did not 
yield the characteristic infra-red spectrum of the light-grown wild type. Instead, a 
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Fig. 4. Absorption spectra of Rhodopseudomonas spheroides: light-grown and dark-grown wild type, 

light-grown blue-green mutant (STANIERs mutant strain UV-33). Experimental details as in Fig. 3. 

ees Light-grown R. spheroides (wild type); Xx x x Dark-grown R. spheroides (wild type); 

ooo Light-grown R. spheroides (blue-green mutant). In the region 240—300 mu, the ordinate is 
reduced twofold 


single peak was observed at 875 mu, similar to that found for the light-grown 
blue-green mutant. This observation supports the idea, advanced by Sistrom 
et al. (1956), that the infra-red absorption spectrum of bacteriochlorophyll in 
R. spheroides is modified by the presence of colored carotenoids. These are lacking 
in the blue-green mutant and nearly absent in the dark-grown wild type cells. 


B. Results and discussion 


The experiments reported in Figs. 5 to 14 deal with the following 
points: endogenous vs. exogenous respiration; respiration vs. photo- 
synthesis; effect of post-irradiation temperature; effects of oxygen, 
glutathione, homocysteine, and catalase, present during irradiation; and 
a comparison of the effects on the five types of cells mentioned in Figs. 3 
and 4. Variability of the material (cf. Figs. 5 and 6) and inaccurate 
dosimetry (due to shading) were such that in many cases clear-cut 
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results were not obtained. The effect of post-irradiation temperature, for 
example, remained uncertain (cf. Figs. 5 and 9, and Figs. 11 and 12). 
BILven et al. (1953), and SrapLeron et al. (1953) have observed that 
the survival of X-irradiated Escherichia coli depends on the post- 
irradiation temperature, being greater at 26° C than at 37° C. 

Exogenous respiration of Rh. rubrum in the presence of malate 
appeared to be attenuated more severely than endogenous respiration 
(Figs. 5 and 7); this result is consistent with that obtained in the foregoing 
section for respiration in the presence or absence of succinate. 

The effects of UV on photosynthesis and on respiration in Rh. rubrum 
were approximately equal. One would expect this, if the observed effect 
arises primarily from inactivation of a rate-limiting enzyme, and if this 
rate-limiting enzyme is the same (malic dehydrogenase?) in respiration 
and in photosynthesis. In contrast, Hour et al. (1951) have found that 
in UV-irradiated Chlorella, respiration in the presence of glucose is 
impaired more severely than photosynthesis. Different degrees of 
photorestoration may have been significant in these experiments; 
GoucHER et al. (1955) have observed photo-restoration of respiration in 
UV-irradiated Azotobacter agile. 

The “‘oxygen effect” in radiobiology, an enhancement by O, of damage 
through irradiation, is conspicuous and widespread in the case of 
ionizing radiations (see Baca and ALEXANDER 1955); the most popular 
interpretation is that O, augments the concentration of the powerfully 
oxidizing HO, radical. In contrast, evidence for an enhancement, by O,, 
of UV-induced damage is scanty (see ERRERA 1953). It is therefore of 
interest that anaerobicity during UV-irradiation did, in our experiments, 
afford some protection (see Figs. 9, 10, and 11: light-grown Rh. rubrum 
and R. spheroides, and dark-grown Rh. rubrum). The survival of 
R. spheroides exposed to X-irradiation has been studied by GunTER and 
Koun (1956); the absence of O, was found to promote survival. Such an 
effect associated with UV has been described by Hrtnmetz and TayLor 
(1951), who studied the survival of #. coli irradiated at — 70° C. Con- 
siderable evidence has accumulated (e. g., Wyss etal. 1948) that UV 
damage can be accounted for largely through the formation of H,O, 
and/or organic peroxides. These might be produced in greater amounts in 
the presence of O,, which could react with energetic reducing entities 
generated by UV (Errera 1953). In this way the incorporation of an 
amount of oxygen too small to be detected manometrically could 
potentiate significantly the damage wrought by UV. 

In the light of the foregoing, one can expect that catalase will act 
protectively; the alleviation of UV-induced damage by catalase has been 
observed frequently (Wyss et al. 1948; Lararser and Canpas 1952: 
MrrrLer and Laverty 1953; Oae et al. 1956). In our experiments the 
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effect of catalase (Fig. 9) was too slight to be taken seriously; it is 
possible that the catalase, added before irradiation, was inactivated by 


the UV. The question of 
intracellular catalase activ- 
ity will be raised in sec- 
tion ITI. 

The effects of such com- 
pounds as cysteine, gluta- 
thione, etc. have not fallen 
into a consistent pattern in 
the past, with respect to UV 
(Giese et al. 1955, ScHoEN- 
BORN 1956, ERRERA 1953); 
these substances could act 
either to reduce peroxides 
or, in the presence of O,, to 
generate them. In our ex- 
periments (Figs. 10 and 11), 
glutathione and homocyste- 
ine had no appreciable ef- 
fect. 

There remains before us 
a comparison of the be- 
havior of the five types of 
cells employed in these 
investigations. An exami- 
nation of Figs. 5 and 12 
shows that light-grown cells 
of Rh. rubrum (tested at 
37° C) are more susceptible 
to UV than the corre- 
sponding dark-grown cells. 


Fig. 5. Effect of UV irradiation on 
respiration in Rh. rubrum: manometric 
experiment. Light-grown cells in bicar- 
bonate-malate medium, under air, at 
37° C. Numbers at the ends of curves 
denote minutes of irradiation, ter- 
minated at ¢ = 0 
Fig. 6. Effect of UV on respiration 
in Rh. rubrum, showing the influence 
of shading by the cells. Densities of 
suspensions, indicated on the figure, 
refer to mg. dry weight of cells per 
ml. Light-grown cells in bicarbonate- 
malate medium, under air, at 37° C. 
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Fig. 7. Effect of UV on respiration in Rh. rubrum. 
Light-grown cells in phosphate buffer, under air, at 
37° C, KOH in center well of reaction vessel. 
Numbers denote minutes of irradiation 
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Fig. 9. Effect of UV on respiration in Rh. rubrum. 
Light-grown cells in mineral-bicarbonate-malate 
medium, under air, at 31° C. Numbers denote 
minutes of irradiation. The effects of added catalase 
and of anaerobicity during irradiation are shown. 
ee Standard procedure; x x x Anaerobic during 
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Fig. 8. Effect of UV on photosynthesis in Rh.rubrum, 
Light-grown cells in mineral-bicarbonate-malate 
medium illuminated under N, containing 5% CO, 

at 31°C. Numbers denote minutes of irradiation 


700 
0 70 
a 
/ 
80 —— F 
Oo 
/ : 
/ wa 
/ 
/ 
60 3h f y 3 
/ / 
/ 
/ 
F, 7s 
/ x 
f A 6 
40 J 
jf { — ys) 
oe 
f Ae aes 
/ Ke AP 
/ x = AG 
ow / a6 os : 
20 ; n : 
é Or 
R GO et 
j Vz 
Y, . 
is 
a 
0 50 700 —s min 750 
£— 


Fig. 10. Effect of UV on respiration in R, spheroides — 
(wild-type). Light-grown cells in mineral-bicarbo- 
nate-malate medium, under air, at 31°C. Numbers 
denote minutes of irradiation. The effects of added 
homocysteine and of anaerobicity during irradiation 
are shown. «++ Standard procedure; x x Anaerobic 
during irradiation; 0010 umol homocysteine added 
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Fig. 11. Effect of UV on respiration in Rh. rubrum. 
Dark-grown cells in mineral-bicarbonate-malate 
medium, under air, at 31° C. Numbers denote minu- 
tes of irradiation. The effects of added glutathione 
and of anaerobicity during irradiation are shown. 
e+e Standard procedure; x x x Anaerobic during 
irradiation; 000 10 ~mol glutathione added 
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Fig. 13. Effect of UV on respiration of R, spheroides 

(wild type). Dark-grown cells in mineral-bicar- 

bonate-malate medium, under air, at 31° C. 
Numbers denote minutes of irradiation 
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Fig. 12. Effect of UV on respiration in RA. rubrum. 
Dark-grown cells in bicarbonate-malate medium, 
under air, at 37° C. Numbers denote minutes 
of irradiation 
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Fig. 14. Effect of UV on respiration of R. spheroides 

(blue-green mutant ‘““UV-33”’). Light-grown cells 

in mineral-bicarbonate-malate medium, under air, 

at 31° CG. Numbers denote minutes of irradiation. 

The uppermost curve pertains to a preparation in 

which the irradiating light was filtered to remove 
all wavelengths shorter than 360 my 
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The same behavior is encountered, with R. spheroides tested at 31°C, 
when one compares Figs. 10 and 13. In Figs.9 and 11 (Rh. rubrum, 
tested at 31° C), however, the picture is reversed: the dark-grown cells 
are the more susceptible. In none of these cases were the apparent 
differences in sensitivity strikingly large; they might have arisen through 
inaccurate dosimetry. 

Only in the blue-green mutant of R. spheroides was a striking differ- 
ence in the sensitivity to UV encountered (Fig. 14); six minutes’ irradi- 
ation here produced a greater effect than did twelve minutes in the case 
of the wild type. This mutant appears to differ from the wild type 
primarily in its inability to convert a colourless phytoene to coloured 
carotenoids (StsTrom et al. 1956); thus the greater susceptibility to UV 
should probably be associated with this difference in pigmentation. The 
damage induced by UV did not involve a photo-oxidation mediated by 
bacteriochlorophyll, since the insertion of a glass plate transmitting 
wavelengths greater than 360 my rendered the irradiating light ineffec- 
tive. We have evidence, then, that carotenoids in R. spheroides can 
protect the organism not only against light injury mediated by bacterio- 
chlorophyll, but also against the effects of UV irradiation. Unless the 
rate-limiting enzyme for respiration is localized in the chromatophores 
of the cell, it is unlikely that carotenoids can protect against UV by 
absorbing energy from an excited enzyme molecule. A more plausible 
interpretation is that these pigments can reduce a diffusible oxidizing 
substance generated by UV. 


Ill. Addendum: Intracellular Catalase Activity 

After the foregoing experiments had been concluded, one of us 
(R.K.C.) determined catalase activities in the five types of cells employed 
in these investigations!. Manometric measurements were performed 
upon suspensions of intact and of sonically disrupted cells. To obtain 
reliable absolute measures of catalase content, manometry was checked 
against the permanganate-titration method and the direct spectro- 
photometric measurement of hydrogen peroxide, Worthington commer- 
cial catalase serving as enzyme. For a description of these methods see 
MAEHLY (1954). 

Results, representing averages of four determinations in each case, are 
shown in Table 1. For comparison, a value determined for Micrococcus 
lysodeikticus is included. It appears that in our experiments the sensi- 
tivity to UV bore little relationship to the intracellular catalase activity. 
It is true that the blue-green mutant of R. spheroides is more sensitive to 


' Catalase activities were measured in the laboratory of Prof. D. D. Woops at 


Oxford University, during the tenure of a National Science Foundation Senior 
Postdoctoral Fellowship. 
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UV than the wild type, and is also deficient in catalase. To associate these 
two facts causally, however, is unreasonable, in view of the absence of 
such a correlation in the remaining types of cells. The apparent failure of 
intracellular catalase to alleviate UV-induced injury is so conspicuous as 
to warrant further study; both killing and attenuation of respiration by 
UV should be observed, with more accurate dosimetry and with simul- 
taneous determinations of catalase content. 


Table 1. Catalase content of the types of cells employed, expressed as per cent of the dry 
weight of the cells (based on a molecular weight of 232,000 for bacterial catalase) 


Rh. rubrum, light-grown 0.0013 % 
Rh. rubrum, dark-grown 0.0036 % 
R. spheroides, blue-green mutant, light-grown 0.0059 % 
R. spheroides, wild type, light-grown 0.034 % 
R. spheroides, wild type, dark-grown 0.19 % 
Micrococcus lysodeikticus 0.67 % 


If the blue-green mutant of R. spheroides arose through a single block 
in the terminal stages of carotenoid synthesis (Ststrom et al. 1956), one 
wonders in what way this block led to a five-fold decrease in catalase 
content. The blue-green mutant is also deficient in bacteriochlorophyll, 
and excretes porphyrins during growth. The explanation offered by 
Sistrom et al. is that colored carotenoids, conjugated to protein 
molecules, facilitate the binding of bacteriochlorophyll to these same 
proteins; where the carotenoids are lacking, as in the mutant, less 
bacteriochlorophyll can be bound. One might extend this argument to 
encompass the binding of heme and protein moieties in catalase, but it is 
then difficult to account for the high catalase content of dark-grown, 
wild-type R. spheroides, which lacks carotenoids. Alternatively, the 
genetic block of the blue-green mutant might be located more deeply 
than in the terminal stages of carotenoid synthesis, or the low catalase 
content might result from a change in the internal milieu of the organism 
through a physiological mechanism as yet unknown. 


Summary 


1. Endogenous respiration in starved Rhodospirillum rubrum is 
accelerated by moderate doses of UV. Endogenous respiration in fresh 
cells is retarded by comparable doses. Higher doses cause the rate of 
respiration in starved and in fresh cells to become approximately 
equal. 

2. The attenuation of respiration in UV-irradiated Rh. rubrum and 
Rhodopseudomonas spheroides becomes gradually more severe during 
the first two hours after irradiation. 
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3. Exogenous respiration in Rh. rubrum, in the presence of malate or 
succinate, is attenuated more severely by UV than endogenous respi- 
ration. The effects on respiration and on photosynthesis are roughly 


equal. 
4. The presence of O, during UV-irradiation potentiates the inhibition 


of respiration in Rh. rubrum and in R. spheroides. Catalase, homo- 
cysteine, and glutathione have little effect when added prior to irradi- 


ation. 

5. Light-grown and dark-grown cells of Rh. rubrum and R. spheroides 
display no consistent differences in sensitivity to UV. The blue-green 
mutant of R. spheroides is more sensitive than the wild type, suggesting 
that carotenoids can exert protection against damage induced by UV. 

6. Wide differences in intracellular catalase activities in light- and 
dark-grown Rh. rubrum and R. spheroides are not accompanied by 
differences in the sensitivity toward UV. The blue-green mutant of 
R. spheroides differs from the wild type, aside from its lacking colored 
carotenoids, in containing much less catalase. 
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(Aus den Botanischen Instituten der Technischen Hochschule Karlsruhe 
und der Landwirtschaftlichen Hochschule Stuttgart-Hohenheim) 


Immunbiologische 
und chemische Untersuchungen an Hefen 


Kin Beitrag zur Frage der serologischen Differenzierung von Hefen, 
mit besonderer Beriicksichtigung der Methodik 


Von 
W. BEUTMANN 


Mit 2 Textabbildungen 


(Hingegangen am 9. Oktober 1957) 


Die Zahl der Versuche und somit das Interesse, serologische Re- 
aktionen zur Differenzierung und Identifizierung von Hefen oder hefe- 
ahnlichen Organismen heranzuziehen, hat in den letzten Jahren erheb- 
lich zugenommen!. 

Uber den Wert dieser Methoden fiir die Mycologie sind die Meinungen 
vielfach geteilt (vgl. KoLMER u. BoERNER 1945; Henrict 1947; KoLxz, 
HETSCH u. SCHLOSSBERGER 1952; LopDER u. Krecer-Van Riv 1952). 
Negative Urteile mégen einmal dadurch zustande gekommen sein, da 
bei den sehr unterschiedlichen Versuchsbedingungen die Ergebnisse 
vieler Arbeiten entweder untereinander nicht vergleichbar oder durch 
mangelhafte technische Angaben nicht reproduzierbar waren (vgl. 
ALMON u. STOVALL 1934). Zum anderen ist die Zahl der Veroffent- 
lichungen auf diesem Gebiet im Vergleich zu denen, die sich mit dem 
serologischen Verhalten von Bakterien befassen, immer noch recht klein; 
und viele Probleme, wie sie sich z. B. aus der Spontanagglutination 
mancher Hefen oder aus den Uberkreuzreaktionen ergeben, sind bisher 
nicht oder nur unbefriedigend gelést. Vom serologischen Verhalten der 
Hefeproteine wei man praktisch noch nichts und tiber die mutmab- 
lichen Trager der Spezifitat (Hefegummi, ,,acid carbohydrate“) ist auch 
nur sehr wenig bekannt. 

Es soll von Versuchen berichtet werden, die sich mit der serologischen 
Differenzierung von Candida reukaufii, Cryptococcus diffluens und 
zweier Stémme von Torulopsis famata befassen. Aus den genannten 
Hefen waren ferner die serologisch aktiven Substanzen zu isolieren und 


1 Das Manuskript eines Sammelreferats ist bereits abgeschlossen und wird dem- 


nachst verOffentlicht. 
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wenn méglich, chemisch zu charakterisieren. Dabei sollte an Hand 
bereits erschienener Ver6ffentlichungen eine geeignete Untersuchungs- 
methodik ausgearbeitet und besprochen werden. 


I. Untersuchungsmaterial 


Hefeart Stamm Herkunft 
Candida NE 3, NES Nektarhefe; identif. Dr. Burctik, 
reukaufia Botan. Institut der Landw. Hoch- 
schule Stuttgart-Hohenheim 
Cryptococcus NE 3/3 aus NE 3 isoliert; identif. Dr. B. und 
diffluens Centraalbureau voor Schimmelkultu- 
res, Yeast Division, Delft, Holland 
Torulopsis famata NE 3kl aus NE 3 isoliert; identifiziert Dr. B. 
und C. v. Scu. 
Torulopsis famata NE 5y aus NE 5 isoliert; identifiziert Dr. B. 
und C. v. Sou. 


Burcrk (1952, 1956) war es mehrmals méglich, aus der von ihm eingehend 
untersuchten Nektarhefe Cand. reukaufii Hefen zu isolieren, die nach dem Weiter- 
ziichten z.T. als Cr. difflwens und z.'T. als Tor. famata identifiziert wurden. Die 
spiter von ScHAFER (1954) nachgepriiften und bestiatigten Beobachtungen 
gewinnen durch die Tatsache an Bedeutung, daB sowohl Cr. diffluens als auch Tor. 
famata bis jetzt hauptsichlich aus menschlichen Krankheitsherden (bei Nagelbett- 
und Haarerkrankungen, aus der Lunge eines Tuberkulésen, von Interdigital- 
mykosen und Psiorasiskranken) isoliert wurden. Vorliegendes Versuchsmaterial 
war also aus verschiedenen Griinden fiir die geplanten Untersuchungen von 
besonderem Interesse. 


Ob Cr. diffluens mit der von MaGcEr u. ASCHNER (1947) physiologisch und sero- 
logisch untersuchten 7'or. rotundata identisch ist, wurde nicht iiberpriift, ist aber 
auf Grund der von LoppDER u. KREGER-VAN Riv (1952) gegebenen Beschreibung 
anzunehmen. T'or. famata (NE Sy), die von Burcrk (1952, 1956) aus NZ 6 isoliert 
worden war, wurde ebenfalls zu den hier beschriebenen Versuchen herangezogen. 


If. Gewinnung der Immunseren 


Durchschnittlich 2,5 kg schwere Kaninchen erhielten in einem Abstand von 
5 Tagen 5—6 intravenése Injektionen einer etwa 3% lebende Hefe enthaltenden 
Suspension in steigender Menge (0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,0 em). Wenn das injektions- 
freie Intervall auf 2—3 Tage verringert wurde, waren an den Tieren schon nach 
der zweiten Injektion allergische Symptome (vor allem Triinen der Augen) und 
FreSunlust zu beobachten. Bei einem fiinftigigen Injektionsabstand wurde die 
Immunisierung ohne weiteres vertragen. Zehn Tage nach der letzten Injektion 
wurde durch Venenpunktion Blut entnommen und eine Probeagglutination durch- 
gefithrt. Bei ausreichendem Antikérpertiter fand am folgenden Tag Entblutung 
statt. Zur Narkose bewahrte sich ,,Narcoren* (Natrium-ithyl-methyl-butyl-bar- 
bituricum) 0,2 em3/kg i. p.1. 

1 ,,Narcoren’ W. Z., Hersteller: Bakteriolog. Institut Dr. Rentschler u. Co., 
Warthausen. 
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Gegen Cr. diffluens lieBen sich nach dieser Methode keine aggluti- 
nierenden Seren gewinnen. Uber die Herstellung von Immunseren 
gegen Organismen dieser Gattung (bes. Or. neoformans) existieren 
schon mehrere Veréffentlichungen (vgl. Bennam 1935; Nerun u. Mitarb. 
1949, 1950; Evans 1950; Satvin 1950). Hier wurde in Anlehnung an die 
Versuche von BENHAM (1935) folgender Weg beschritten: 


Die wie weiter unten beschrieben dargestellte Suspension von Cr. diffluens 
wurde 1 Std bei 3000 U/min zentrifugiert, die iiberstehende Fliissigkeit verworfen 
und die Hefezellen in steriler n/20-Salzsiure suspendiert. Nach einstiindigem Stehen 
bei Zimmertemperatur wurde die Saéure durch Tiipfeln auf py-Papier unter még- 
lichst sterilen Bedingungen mit n/10-Natronlauge neutralisiert und anschlieBend 
mit soviel einer berechneten Menge steriler konz. Kochsalzlésung versetzt, daB die 
Natriumchloridkonzentration der Vaccine 0,9% betrug und etwa 3 Vol-% (feuchter) 
Hefe in der Flissigkeit enthalten war. Bei gleichem Injektionsschema wie oben 
gaben 6 Injektionen Seren mit einem maximalen Agglutinationstiter von 1: 400. 

Welchen EHinflu8 Saurebehandlung auf Cryptococcus-Zellen und deren 
antikérperbildende Higenschaften hat, ist nicht geklart. 

Sowohl SroppartT u. CuTLER (1916) als auch Brennam (1935) digerierten vor der 
Immunisierung Cr. neoformans-Zellen mit verdiinnter Saure, ,,um die Kapseln zu 
zerstéren*. Sie vermuteten, daB die Kapselsubstanz fiir die ,,immunologische 
Tragheit‘‘ der Organismen verantwortlich zu machen sei. Kuiaman (1947) hielt 
zur Entfernung der Kapseln eine 35 min lange Behandlung mit 0,5-n-Salzsaure bei 
75° C fiir erforderlich, hatte aber mit den nun vollig entkapselten Organismen 
keinen Immunisierungserfolg. Auch MaGrr u. ASCHNER (1947) gelang es (nach dem 
Verfahren von BENHAM) nicht, Antiseren gegen die saprophytische T'or. rotundata 
zu gewinnen. Hine scheinbare Stiitze des von SToDDART u. CUTLER sowie von 
BENHAM vertretenen Postulats brachte eine Arbeit von Neri, ABRAHAMS u. 
Kapros (1950), die mit schwach bekapselten Cr. neoformans-Zellen hochwertigere 
Seren herstellen konnten als mit stark bekapselten. 

Inzwischen war von mehreren Autoren festgestellt worden, daB die isolierte Kapsel- 
substanz von Or. neoformans noch in hohen Verdiinnungen mit entsprechendem 
Antiserum reagiert (NEILL u. Mitarb. 1949; Srantey 1949; Evans u. Kessen 1951), 
demnach also zumindest ein Hapten darstellt. Somit ware die Annahme von der 
serologischen Inaktivitét der Kapsel nicht mehr aufrecht zu erhalten. 

In Ubereinstimmung mit den Feststellungen von BrEnHAm (1935) an 
Or. neoformans, lieBen sich die schleimigen Cr. diffluens-Zellen nach 
milder Saéurebehandlung gut abzentrifugieren, was zuvor durch langeres 
Zentrifugieren bei hoher Tourenzahl nicht zu erreichen war. Dabei 
schienen sie ihre schleimige Beschaffenheit einzubtiBen (eine mikro- 
skopische Verainderung konnte jedoch nicht festgestellt werden; vel. 
Kureman 1947; Nem u. Mitarb. 1950) und waren dann in der Lage, 
agglutinierende und pracipitierende Antikorper zu bilden. Man konnte 
geneigt sein, den ,,Schleim“ fiir die schwache oder fehlende Antigenitat 
dieser Organismen verantwortlich zu machen. Dies wiirde u. U. auch 
die geringeren antigenen Eigenschaften stark bekapselter Formen von 
Cr. neoformans erklaren, die in Kultur im allgemeinen sehr stark mucoid 


sind. 
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Versuche, die durch die HCl-Behandlung in Lésung gegangenen Sub- 
stanzen zu erfassen, hatten folgendes Ergebnis: Beim Versetzen der nach 
dem Abzentrifugieren der Zellen tiberstehenden schwach sauren Fliissig- 
keit mit Alkohol fiel ein geringer grauweiBer Niederschlag aus, der sich 
in Wasser relativ schwer liste und eine positive Moxiscu- und positive 
Biuretreaktion gab. Hydrolyse der Substanz mit 2-n-Schwefelsdure 
machte die gleichen Zucker frei, wie sie in dem aus NH 3/3 isolierten 
Polysaccharid zu finden sind (siehe 8. 249). 


Eine weitere Uberpriifung der beschriebenen Beobachtungen, be- 
sonders im Hinblick auf die pathogene Hefe Cr. neoformans, ist fiir 
spater vorgesehen. 


Il. Agglutination 


Beim Studium serologischer Eigenschaften und Beziehungen von 
Hefen und hefedihnlichen Organismen ist die Agglutinationsreaktion 
ohne Zweifel die am haufigsten angewandte Methode. Leider ist sie mit 
manchen Mangeln behaftet, die die Interpretation der Ergebnisse er- 
heblich erschweren. Die im Vergleich mit Bakterien wesentlich groBeren 
Hefen lassen sich auch weit schwieriger gleichmaBig suspendieren und 
das Kontrollréhrchen mit physiolog. Kochsalzlésung zeigt meist schon 
eine feine, von einer schwachen spezifischen Agglutination nur schwer 
unterscheidbare ,,K6rnung“ (siehe z. B. Martin 1942; Conant, Martin, 
SmitH, Baker, Cattaway 1944). Die rasche Sedimentation der Zellen 
fiihrt ebenfalls zu manchen Schwierigkeiten in der Ablesung. Dazu 
kommt die bei Hefen haufig zu beobachtende Salzempfindlichkeit in 
Form einer Spontanagglutination in physiolog. Kochsalzlésung. Letztere 
Erscheinung bestimmte manche Autoren zur Ablehnung der Aggluti- 
nationsmethode. 


Es fehlt aber nicht an Vorschlagen, die genannten Mingel zu umgehen oder 
auszuschalten. LintENTHAL u. GOLDSwoRTHY (1950) wendeten z. B. eine Technik 
an, die Burner (1942) zur Ausfiihrung von Haimagglutinationstests empfohlen 
hatte, und beobachteten nach dem ungestérten Absetzen der Hefen die entstan- 
denen ,,Sedimentationsschablonen“. Eine allgemeinere Anwendbarkeit dieser 
Methode erscheint jedoch allein im Hinblick auf die sehr unterschiedlichen Formen 
und Gréfen von Hefen und auf die Méglichkeit des Vorkommens mehr oder weniger 
schleimiger Organismen nicht wahrscheinlich. Dagegen beschrieben Norris u. 
Rawson (1947) eine Technik, die sich in serologischen Studien von Monilia- und 
Saccharomyces-Arten und von Hansenula anomala bewahrt haben soll und eine 
breitere Anwendungsméglichkeit verspricht. Sie unterscheidet sich nur wenig von 
den in der Bakteriologie verwendeten. Zur Vermeidung der Spontanagglutination 
empfehlen die beiden Autoren in Anlehnung an KusTen u. Mitarb. (1930) Abschwem- 
mungen héchstens 24 Std alter Kulturen als Testantigen, um die Gegenwart von 
Mycel auszuschlieBen, das in vielen Fallen Ursache einer Autagglutination sein 
soll. Um Prozonenphinomen und Spontanagglutination in Normalserum zu ver- 
hindern, verwenden sie inaktiviertes Serum. 
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Fiir die hier auszufiihrenden Agglutinations- und Agglutininabsorp- 
tionsreaktionen wurden — unter Beriicksichtigung dlterer Literatur — 
zunachst in Vorversuchen mit Candida-, Torulopsis- und Cryptococcus- 
Staémmen und den entsprechenden Immunseren die besten Versuchs- 
bedingungen ermittelt. 

1. Antigenbereitung 

Als Vaccine zur Injektion dienten mit physiolog. Kochsalzlésung abgeschwemmte 
48 Std bei 18°C gewachsene Malzagarkulturen (4—5% Extr. Malti, 0,2—0,3% 
Pepton, 2% Agar-Agar), die zur Entfernung von Nahrbodenbestandteilen und evtl. 
Mycelbildungen durch mehrere Lagen sterilen Mulls koliert, noch zweimal mit 
physiolog. Kochsalzlésung gewaschen und schlieBlich nach halbstiindigem Zen- 
trifugieren in graduierten Réhrchen bei 2000 U/min in soviel physiolog. Kochsalz- 
lésung resuspendiert wurden, daB eine Suspension mit 3 Vol-% Hefe entstand. Die 
Aufbewahrung erfolgte in braunen Flaschen mit durchstechbarer Gummikappe 
bei + 2° C. 

Dis Antigene fiir die Agglutinationstests wurden jedesmal frisch und in anderen 
Konzentrationen, aber sonst auf gleiche Weise bereitet. 

Gewisse Schwierigkeiten ergaben sich beim Zentrifugieren der sehr 
schleimigen Cr. diffluens-Zellen, die nach einer halben Stunde zwar 
einen klaren Uberstand aufwiesen, aber kein kompaktes Sediment 
gebildet hatten und noch gieSbar waren. Da lingeres Zentrifugieren 
oder héhere Tourenzahl keine Verbesserung brachte (vgl. MaceErR u. 
ASCHNER 1947), wurde wie bei den anderen Hefen verfahren, die tiber- 
stehende Waschflissigkeit jedoch sorgfaltig mit einer Pipette abgehoben. 
Die Vaccine wurde dann in einem Nephelometer auf den Triibungswert 


einer Cand. reukaufii-Vaccine (3%) eingestellt. 


2. Spontanagglutination 

Die beiden Torulopsis-Stamme (NE 3kl, NE 5y) zeigten gleich nach 
dem Abschwemmen mit physiolog. Kochsalzlosung eine deutliche 
Autagglutination. Sie konnte jedoch durch einstiindiges Erhitzen der 
Abschwemmung auf 60° C, durch Zugabe einiger Tropfen n/10-Natron- 
lauge oder durch zwei- bis dreimaliges Waschen mit physiolog. Koch- 
salzlosung wieder behoben werden, gleichgiltig, ob es sich um Ab- 
schwemmungen von Malz- oder Glucose-Pepton-Agarkulturen handelte. 
Ebenso fanden sich keine Unterschiede zwischen 12-, 24- oder 36stiin- 
digen und dreitégigen Kulturen. An NE 3- und NE 3/3-Suspensionen 
konnte nie Spontanagglutination beobachtet werden. 


3. Agglutinationsreaktionen 


Zur Ausfiihrung der Agglutinationstests wurden gleiche Volumteile Serum- 
verdiinnung und Antigen in Widalréhrchen (12 mm/100 mm) gemischt und unter 
viertelstiindlichem Aufschiitteln 3 Std bei 37° C belassen. Die Ablesung erfolgte 
nach den Angaben von Norris u. Rawson (1947) am Konkavspiegel eines Mikro- 
skops. Die Seren wurden absteigend (1 + 1) verdiinnt. Die Serumverdiimnung im 
ersten Rdhrchen nach Zugabe des Antigens betrug 1 : 25. Zur Vermeidung des 
Prozonenphinomens und zur Erzielung maximaler Titer wurden optimale Antigen- 

16* 
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verdiinnungen verwendet. Seren, die zuvor 1/, Std bei 56° C inaktiviert wurden, 
erbrachten die gleichen Ergebnisse (vgl. Norris u. Rawson 1947). 


Das folgende Beispiel einer Versuchsreihe, in der absteigende Serum- 
und Antigenverdiinnungen titriert wurden, zeigt die Zweckmafigkeit 
der Ermittlung optimaler Antigenverditinnungen : 


Antigen NE 3kl 1: 
Anti-NE 3kl-Serum 


62,5 | 125 | 250 500 1000 | 2000 | 4000 
1: 100 " | + my + + + if 
1: 500 a + “f + r + - 
1: 1000 eS (+) + a3 i es ul 
1: 5000 ~ - ip + + 4 . 
1: 10000 Z 4 aw (4) ov ae La 
NaCl-Kontr. = = = = = _ - 


Als Kontrollen wurden ein Réhrchen mit physiolog. Kochsalzlésung 
und eine kurze Normalserumreihe (1: 25—1: 3200) angesetzt. Normal- 
agglutinine gegen Cr. diffluens und Cand. reukaufit waren in keinem der 
20 darauf iiberpriiften Normalseren nachzuweisen. Dagegen reagierten 
die beiden J'or. famata-Stiémme mit jedem der Normalseren in den Ver- 
diinnungen von 1 : 25 bis 1: 100. Der Grad der Agglutination war jedoch 
schwiacher (++) als bei Reaktionen mit Immunserum (+ + + +). 

Wurden die R6hrehen — wie haufig empfohlen — nach der Inkubation 
im Brutschrank noch 12 Std lang bei Kiihlschranktemperatur auf- 
bewahrt, dann stiegen die unspezifischen Titer z.T. noch ganz erheblich 
an (bis 1: 1600!). Die Ergebnisse in den Normalserumreihen von NE 3 
und NE 3/3 (ferner in denen von Cand. albicans, C. tropicalis, C. albomargi- 
nata, C. pulchervma) blieben durch diese Mafinahme jedoch véllig un- 
verandert. 

Zur Feststellung, ob es sich im Fall von Zor. famata um Normal- 
agglutinine handelte, wurden Normalserumproben mit NE 5y- und 
NE 8kl-Organismen ,,abgesiattigt“’ (um etwa vorhandene Normal- 
agglutinine zu binden) und der Uberstand nach dem Abzentrifugieren 
auf Agglutinationsfihigkeit gepriift. Dabei waren die gleichen Er- 
scheinungen wie beim nicht ,,abgesittigten“’ Serum zu beobachten 
(genaue Beschreibung der Technik: 8.234). Fortsetzung der Inkubation 
bei Kihlschranktemperatur als auch Serumverdiinnungen bis 1 : 100 
scheinen in den an sich schon etwas instabilen Suspensionen von or. 
famata unspezifische Reaktionen hervorzurufen. 


a) Agglutinationsreaktionen mit unvorbehandelten Seren 
Sowohl die Immunseren von NE 3 als auch die von NE dy und NE 3kl 
reagierten mit zahlreichen heterologen Organismen tiber Kreuz (Tab. 1, 
2a, 2b). Jedoch lieBen sich NH3 einerseits und NE d5y und NE 3kl 
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andererseits durch Agglutinationsreaktionen eindeutig voneinander 
trennen. Dagegen waren NH 5y und NE 3kl untereinander nicht zu 
differenzieren. NH 3/3 reagierte mit keinem der heterologen Seren. Die 
Reaktionen von NH dy und NE 3kl mit Anti-NE 3/3-Seren scheinen 
unspezifischer Art zu sein (vgl. S. 231). 


Tabelle 1. Agglutinationsreaktionen unvorbehandelter Seren mit homologen 
und heterologen Organismen 


Antiserum Bezeichnung I 
NE 3 NE 3/3 NE 3kl NE by 
C. reukaufii | Anti-NE# 3(1) 1: 51200 0 1: 3200 1: 3200 
os Anti-NE 3(I1) 1: 25600 0 1: 1600 1: 800 
“e Anti-N# 3(II1) 1: 51200 0 1: 1600 1: 1600 
as Anti-NE 3(IV) 1: 12800 0 1: 400 1: 400 
a Anti-NE 3(V) 1: 25600 0 1: 800 1: 800 
Cr. diffluens | Anti-NH 3/3(1) 0 0 1: 100 1: 100 
a Anti-NE 3/3(I1) 0 0 1:50 1: 100 
#5 Anti-N# 3/3(111) 0 1:400 | 1: 100 1: 100 
5 Anti-N# 3/3(IV) 0 1: 400 | 1: 100 1:50 
Tor. famata Anti-NE 3kl(I) 12750 0 1: 6400 1: 6400 
es Anti-N # 3kl(I1) 1: 400 0 1: 25600 | 1: 25600 
es Anti-N# 3kl(II1) |1:800 0 1: 51200: | 1: 51200 
Tor. famata Anti-N# 5y(1) 1:50 0 1: 6400 1: 6400 
$5 Anti-NE# 5y(11) 1: 100 0 1: 12800 | 1: 12800 
93 Anti-NE 5y(ITT) 1: 25 0 1: 6400 1: 12800 
Pr Anti-NE 5y(IV) 1: 400 0 1: 102400| 1: 102400 
Normalserum | NS a 0 0 1: 100 1: 100 
Oe NSb 0 0 1:50 1: 100 
n NSec 0 0 1: 100 1: 100 


Wie aus den Tab. 2a und 2b _ hervorgeht, reagierten die Seren 
Anti-NE 3, Anti-NE 5y und Anti-NH 3kl auch mit anderen Orga- 
nismen der Gattung Candida sowie mit einigen Hefen, die aus Bienen- 
darmen bzw. Nektar isoliert worden waren. Eine nahere serologische 
Verwandtschaft scheint jedoch nur zwischen der aus Nektar isolierten 
Hefe kiz, NE 5y und NE 3kl zu bestehen. 


b) Agglutinationsreaktionen nach Agglutininabsorption 
An jedem Immunserum wurden Absorptionsversuche vorgenommen, 
a) mit homologen Organismen, die samtliche Agglutinine entfernen 
sollten, b) mit heterologen Stammen, um die fiir die Uberkreuzreaktionen 
verantwortlichen Antikérper ,,abzusadttigen™. 
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Tabelle 2a. Agglutinationsreaktionen mit einigen Organismen der Gattung Candida 


Titer von 
a ae Candida Candida Candida Candida 
albicans tropicalis albomarginata pulcherima 

Anti-N# 3(IV) 1: 100 1: 100 1:25 1: 100 
Anti-NE 3(V) 1: 200 1: 100 17°25 1: 100 
Anti-N# 3/3(I11) 0 0 0 0 
Anti-N# 3kl(1) 1: 200 1:50 1: 200 1:50 
Anti-NE 5y(II1) 1:200 | 1:50 1: 200 1: 100 
NSa 0 0 | 0 0 


Tabelle 2b. Agglutinationsreaktionen mit einigen Hefen, 
die aus Bienenddrmen bzw. Nektar isoliert worden waren 


Titer von 
Antiserum 
x 3w | x 3r | x 3rw | klz 
Anti-NE 3(IV) 1:25 0 1:25 1: 200 
Anti-NE 3kl(1) 1: 800 0 1:25 1: 3200 
Anti-NE 5y(II1) 1: 800 0 0 1: 3200 
NSa 0 0 0 1:50 


Agglutininabsorption 


Etwa 1 Vol.-Teil einmal mit physiolog. Kochsalzlésung gewaschene und bei 
2000 U/min 1/, Std zentrifugierte, von der iiberstehenden Flissigkeit sorgfaltig 
befreite Hefezellen wurden in etwa 10 Teilen Immunserum (1 : 12,5) suspendiert 
und 2 Std bei 37° C in den Brutschrank und 12 Std in den Kiihlschrank gestellt. 
Nach anschlieBendem Zentrifugieren wurde die iiberstehende Serumverdiinnung 
gepriift, ob die Agglutinine des absorbierenden Stammes vollstandig entfernt waren. 
Bei positivem Ausfall wurde die Absattigung wiederholt. Mit den so abgesattigten 
Seren wurden wiederum Uberkreuz-Agglutinationsversuche angestellt. Unvor- 
behandelte Seren dienten als zusitzliche Kontrollen. 


Die Versuche ergaben, daB NE 3, NE 5y und NE 3kl ein oder mehrere 
gemeinsame oder auch strukturahnliche Antigene besitzen und dak 
NE 5y und NE 3kl die gleichen Receptoren aufweisen, d. h. auch sero- 
logisch identische Organismen sind. 

Obwohl Serum Anti-NE 3/3 mit NE 3 nicht reagierte und die Titer 
mit NH 5y und NE 3kl unspezifischer Art zu sein scheinen, wurde das 
Serum mit diesen Organismen ,,abgesiittigt. 

Sa.vin (1949) konnte namlich z. B. zeigen, daB Cand. albicans und Coccidoides 
immitis als Komplementbindungsantigen mit Immunseren von Histoplasma 
capsulatum und Blastomyces dermatitis nicht reagierte, jedoch einen Teil der Anti- 
kérper aus diesen Seren zu entfernen vermochte. 

Aber sowohl durch Absattigung mit NE 3 als auch mit NE by baw. 
NE 3kl wurden der homologe und auch die unspezifischen Titer nicht 
reduziert. 
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Tabelle 3. Agglutininabsorption. Agglutinationstiter nach Absdttigung mit homologen 
bzw. heterologen Organismen 


—__o nhnhnhnaaaeaeeeeee”::._O oe 


Anti-N# 3(V)-Serum abgesittigt mit 


Antigen 
NE 3 NE 3/3 NE 38kl NE by 
NE 3 0 25600 25600 12800 
NE 3/3 0 0 0 0 
NE 3kl (50) 800 (100) (100) 
NE by (50) 800 (50) (100) 
Anti-N# 3/3(T11)-Serum abgesiittigt mit 
NE 3 NE 3/3 NE 3kl NE 5y 
NE3 0 0 0 0 
NE 3/8 400 0 400 400 
NE 3kl (50) (100) (100) (50) 
NE dy (50) (100) (50) (50) 
Anti-NE 3kl(I)-Serum abgesattigt mit 
NE 3 NE 3/3 NE 3kl NE 5y 
NE 3 0 50 0 0 
NE 3/3 0 0 0 0 
NE 3kl 3200 6400 (100) (100) 
NE 5y 3200 6400 (100) (50) 
Anti-NE 5y(III)-Serum abgesattigt mit 
NE 3 NE 3/3 NE 3kl NE 5y 
NE 3 0 25 0 0 
NE 3/3 0 0 0 0 
NE 3kl 3200 6400 (50) (50) 
NE by 3200 6400 (100) (50) 


( ) = unspezifische Reaktionen. 
Die Zahlen sind reziproke Werte der Serumverdiinnungen. 


IV. Pricipitation 


Neben der Agglutination sind bisher vor allem Pracipitation und 
Pracipitinabsorptions-Reaktionen zu den serologischen Versuchen an 
Hefen der Gattungen Candida, Cryptococcus und Saccharomyces heran- 
gezogen worden. 


Als Reaktionsantigene dienten mit physiolog. Kochsalzlésung gewonnene Ex- 
trakte (ScutitzE 1902), Hefeautolysate (u. a. BaLLs 1925) und nach verschiedenen 
Methoden aus Hefen dargestellte Polysaccharide — ,,Hefegummi‘ — (MULLER u. 
Tomostk 1924; Tomosrk u. KuroTcoHKiIn 1928; Tomosix 1930; Kusren u. Mitarb. 
1930; GastornowskI u. MIKULASZEK 1931; KESTEN u. Morr 1932; Yen u. Kurotcn- 
Kin 1935; Snvaa, Carranro u. Matwee 1935; Kiopstock u. VERCELLONE 1936; 
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Mc ANALLY u. SMEDLEY-MACLEAN 1937; T’uNG u. Wone 1939; MaGer u. ASCHNER ~ 
1947; Kiiaman 1947; Srantey 1949; Nemuu. Mitarb. 1949, 1950; Evans u. Mitarb. 
1950, 1951; Fotny u. Uzman 1952; Jonsen 1955). Ferner wurden neutralisierte 
saure (LAMB u. Lams 1935) und alkalische (KUROTCHKIN u. Cau 1929) sowie durch 
Autoklavierung (Stonr u. GarRop 1931, Martin 1942) gewonnene Extrakte dazu 
verwendet. 

In den meisten Fallen, wo es auf eine Differenzierung verschiedener 
Hefen ankam, war diese durch ,,direkte Pracipitation™ (Titerbestim- 
mung in unvorbehandelten Seren bei konst. Serummenge) nicht ein- 
deutig méglich, dagegen konnten nach Uberkreuzabsorption fiir die ein- 
zelnen Antigene meist absolut spezifische Reaktionen erzielt werden. 
Dabei schienen die Polysaccharide im allgemeinen nicht spezifischer zu 
sein als die erwihnten Gesamtextrakte, die in der Hauptsache wohl 
Polysaccharide enthielten. 


1. Gewinnung serologisch aktiver Extrakte 


Eigene Versuche zur Ausfiihrung von Pracipitinreaktionen zielten 
zunachst darauf ab, serologisch aktive Extrakte aus den Hefen zu ge- 
winnen. Die Extrakte mit der gréBten Spezifitaét sollten dann zu Dif- 
ferenzierungsversuchen herangezogen werden. Folgende Extraktions- 
versuche wurden unternommen: 1. Extraktion mit Wasser und physiolog. 
Kochsalzlésung durch einstiindiges Schiitteln a) nach halbstiindigem 
Verreiben der Organismen mit sterilem Glaspulver, ausgegliihtem See- 
sand und wenig Wasser in sterilem Morser, b) nach Behandeln mit 
Ather (KazaKoy 1939), c) unter Zusatz von gleichen Volumteilen Ather 
(SHEPARD 1946), d) nach Versuchen, die Zellwande durch wiederholtes 
(10—15mal) Einfrieren (Trockeneis-Aceton-Kaltemischung) und Auf- 
tauen (Wasserbad von 50° C) zu zerstéren. — 2. Maceration luftgetrock- 
neter Hefe mit Wasser bei 35° C (LeBEDEW 1912). — 3. Extraktion mit 
Wasser oder physiolog. Kochsalzlésung, 1/, Std bei 100° C. — 4. Ex- 
traktion mit physiolog. Kochsalzlésung unter Zusatz von 1°, Phenol, 
4 Tage bei 20° C (Peck, Martin u. Hauser 1940). — 5. Extraktion mit 
Wasser oder physiolog. Kochsalzlésung durch Erhitzen im Autoklaven, 
5 min bei 110° C. — 6. Extraktion mit n/5-Natronlauge a) 24 Std bei 
20° C, b) 15 min bei 100° C; anschl. Neutralisation mit n-Salzsiure. — 
7. Extraktion mit n/20-Salzsiure a) 24 Std bei 20°C, b) 15 min bei 
100° C; anschl. Neutralisation mit n/5-Natronlauge. 

Die zu diesen Versuchen verwendeten Organismen wurden wie folgt 
vorbehandelt : 

3- bis 4tigige, bei 18°C gewachsene Kulturen wurden mit physiolog. Kochsalz- 
lésung abgeschwemmt und die entstandene Suspension durch mehrere Lagen 
sterilen Mulls koliert. Dann wurde zentrifugiert und die sedimentierten Hefemassen 
dreimal mit physiolog. Kochsalzlésung gewaschen. Nach abschlieBendem halb- 


stiindigen Zentrifugieren in graduierten Réhrchen bei 2000 U/min wurde die 
Volummenge des entstandenen Sediments festgestellt, die tiberstehende Flissigkeit 
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vorsichtig abgesaugt und die Organismen in soviel cm? der jeweiligen Extraktions- 
fliissigkeit suspendiert, da8 in der Endverdiinnung 12,5 Teilen Extrakt 1 Teil ab- 
zentrifugierter Hefe entsprachen. 

Fiir die Behebung der Schwierigkeiten beim Zentrifugieren der schleimigen 
Zellen von Cr, diffluens gilt das im Abschnitt Agglutination gesagte, d. h. die kon- 
zentrierten Hxtraktansitze wurden mit physiolog. Kochsalzlésung verdiinnt, bis 
sie dem Triibungswert eines entsprechenden Cand. reukaufii-Ansatzes entsprachen. 
Nach Beendigung der Extraktionszeit bzw. nach der Neutralisation wurden die 
Extraktansatze solange bei 3000—4000 U/min zentrifugiert, bis ein klarer Uber- 
stand resultierte, der dann mit einer Pipette vorsichtig abgehoben wurde. 

Unter Beriicksichtigung des Prozonenphénomens wurden die Extrakte 
ermittelt, die aus homologem Serum méglichst viel, aus heterologen 
Seren méglichst wenig Antikérper zu entfernen vermochten. Als MaB 
fur die Menge der entfernten Antikérper wurden nach 2 Std die ent- 
standenen Triibungen und nach 8 Std die Flockungen bzw. Triibungen 
beobachtet und bewertet (s. Tab. 5, S. 238). 

Zur Reaktion wurden die Seren 1 + 1 mit physiolog. Kochsalzlésung verdiinnt 
und mit gleichen Teilen der Antigenverdiinnungen (1: 12,5, 1: 25, 1:50...) ver- 
mischt. Anti-Cryptococcus-Serum wurde unverdiinnt angewendet. 

Bei diesen Vorversuchen erwiesen sich der Salzsdure-Extrakt (7) und 
der durch Autoklavierung mit Wasser (oder physiolog. Kochsalzloésung) 
(5) gewonnene Auszug als etwa gleichwertig und im Sinne der zuvor 
genannten Forderungen den anderen Extrakten tiberlegen. 

Extrakte nach 1a gaben zwar oft noch stairkere Reaktionen, waren aber weniger 
spezifisch und nur schwer zu kliren. Noch brauchbare Ergebnisse wurden mit den 
Verfahren 3 sowie 6a und 6b erzielt. AuBerst geringe oder gar keine Reaktions- 
fahigkeit zeigten die Extrakte 1b, 1c, 1d, 2 und 4. 


2. Précipitinreaktionen 
a) mit unvorbehandelten Seren 


In den nun folgenden Differenzierungsversuchen fanden Extrakte 
Verwendung, die durch Autoklavierung mit physiolog. Kochsalzlésung 
bereitet wurden. Die Reaktionsbedingungen waren die gleichen wie bei 
den Vorversuchen: 


Tabelle 4. Grépte Antigenverdiinnungen, 
die mit homologen und heterologen Seren reagierten 


Antigenextrakt aus 


Immunserum 
NE 3 | NE 3/3 | NE 3kl | NE by | NaCl-Kontr. 
Anti-NE 3(V) 50.000 200 25000 25000 0 
Anti-NE 3/3(II1) 0 3200 25 50 0 
Anti-NE# 3kl(I1) 12800 50 50000 50000 0 
Anti-NE 5y(IV) 12800 50 50000 50000 | 0 


Die Zahlen sind reziproke Werte der Antigenverdiinnungen. 
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Serumverdiinnung 1:4 (bzw. 1:2 bei Anti-Cryptococcus-Serum), Antigenend- 
verdiinnung im ersten Rohrchen jeder Reihe 1: 25 (bezogen auf Vol.-T. abzentri- 
fugierte Hefezellen). Zunachst wurden die groBten Antigenverdiinnungen ermittelt, 
die mit homologen und heterologen Seren noch eine eindeutige + Reaktion hervor- 
zurufen vermochten (Tab. 4). Dabei interessierten besonders die Réhrchen, in denen 


Tabelle 5. Zeitliche Entwicklung der Prdcipitation bei optimalen 
Antigen-Antikérper-V erhdlinissen 


NE 3- NE 3/8- NE 3kl- NE 5by- 
Ablesung nach Extr. Extr. Extr. Extr. 
Anti-NE 3(V)-Serum 1:4 
1 min SEae = + a 
5 min aiaata = = iF 
10 min san pe ah = 
15 min eo — tert = 
30 min “pees ee este rte 
60 min eg eee (+) site ete 
120 min Ral aes (+) =P tet 
weiteren 8 Std bei 3° C ++4++4+ (+) +4++ +4+ 
Anti- NE 3/3(I1])-Serum 1:2 
1 min - (+) oF ie 
5 min = + - = 
10 min a + 25 = 
15 min ea ae a 
30 min = pat iG a 
60 min = bf — = 
120 min rf +++ (+) (+) 
weiteren 8 Std bei 3° C (+) +++ (+) (+) 
Anti-N# 3kl(Il)-Serum 1:4 
1 min = — oe rat 
5 min + Fi ++ ++ 
10 min + — ast ++ 
15 min [ + _ a4 fee 
30 min ats 23 5 ee F ai 
60 min ++ = +44 +++ 
120 min sa (+) +444 +4+4++ 
weiteren 8 Std bei 3° C +++ ae Stee eT 1) piece as 
Anti-N# 5y(IV)-Serum 1: 
1 min (+) _ oe ee 
5 min + - ta are 
10 min = _ Let slike 
15 min a = het a atentg 
30 min b+ - +++ ++ 
60 min ae (+) bb bt 
120 min ya (+) ++4++ +++ 
weiteren 8 Std bei 3° C +++ + Shean peepee 


Bewertung: ++-+-+ starkes, 
++ Triibung; + Opalescenz. 


flockiges Pracipitat; +++ feinkérniges Pracipitat ; 
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die Reaktion am schnellsten eintrat (Tab. 5), wobei nach DEAN u. Mitarb. (1911, 
1926, 1928) optimale Antigen-Antikérper-Verhaltnisse bestehen, d.h. Antigen und 
Antikérper quantitativ ander Reaktion beteiligt sein sollen (,,fastest reacting tube“). 
Die Feststellung erfolgte mittels Stoppuhr, die Ablesung der Ergebnisse zu ver- 
schiedenen Zeiten innerhalb von 2 Std bei Zimmertemperatur. Nach weiteren 8 Std 
Stehen im Kiihlschrank bei +- 3° C wurde nochmals kontrolliert. 


Die Seren Anti-NE 3/3 (I) und Anti-NE 3/3 (II), in denen keine 
Agglutinine nachgewiesen werden konnten, pracipitierten mit homologem 
Antigen bis zu einer Verdiinnung von 1 : 800! 


b) Pracipitinreaktionen nach Priicipitinabsorption 


Da zu erwarten war, da durch Absattigung der iiberkreuzreagieren- 
den Antikérper die Spezifitat der Reaktionen erhéht werden kann, 
wurden Prazipitinabsorptions-Versuche durchgefiihrt. Es kamen die 
gleichen Antigenextrakte und Seren zur Anwendung wie bei den eben 
beschriebenen Pracipitinreaktionen, Anti-NH# 3- und Anti-NEZ 5y-Serum 
in einer Verdtinnung von 1: 8, Anti-N# 3kl-Serum 1: 4 und Anti-NE 3/3- 
Serum 1: 2 verdiinnt (Endverdiinnung). 

Je 2 cm? Serumverdiinnung wurden mit 5 verschiedenen Verdiinnungen eines 
jeden Antigens im Verhaltnis 1: 1 vermischt und 2 Std bei 37° C, dann 8 Std bei 
3° C inkubiert. Die entstandenen Pracipitate wurden abzentrifugiert und die 
iiberstehenden Fliissigkeiten mit den Antigenverdiinnungen iiberschichtet, die im 
nichtabsorbierten Kontrollserum maximale Pracipitation hervorriefen (vgl. 
Martin 1942). Gemischt wurde nach Hintritt der Reaktion, um auch die geringste 
Pracipitation durch Ringbildung an den Grenzflichen beobachten zu kénnen. Die 
Ablesung erfolgte wiederum nach 2 Std bei 37° C und nach 8 Std bei 3° C. 

In Tab. 6 (S. 240) sind die Ergebnisse zusammengestellt, die nach Ab- 
sorption mit der héchstméglichen Antigenverdiinnung erhalten wurden, 
d.h. mit der kleinsten Antigenmenge, welche die abzusattigenden 


Antikérper gerade noch vollstandig zu pracipitieren vermochte. 


Die Ermittlung der gréBten Antigenverdiinnungen, die mit homologen 
und heterologen Seren gerade noch reagierten (+), ergab nur sehr kleine 
Unterschiede zwischen den Antigenextrakten aus NE 3 und NE dy bzw. 
NE 38kl und erlaubte keine eindeutige Differenzierung dieser Organismen. 
Dagegen wurde bei den Priacipitinreaktionen in der ,,Zone optimaler 
(schnellster) Pracipitation®’ (GoLDSworTHY 1928) ein spezifisches Ver- 
halten der Seren deutlich. Die beiden Anti-Torulopsis-Seren gaben, wie 
zu erwarten war, analoge, aber von Anti-Candida- und Anti-Crypto- 
coccus-Seren eindeutig verschiedene Reaktionen. Die semiquantitativen 
Ergebnisse, deren Entwicklung im Verlauf von 10 Std kontrolliert wurde, 
blieben in dieser Zeit im Verhaltnis zueinander absolut konstant. Daraus 
kénnte man ableiten, daB die Uberkreuzreaktionen eher auf Struktur- 
ahnlichkeiten der Antigene zuriickzufiihren sind als auf das Vorkommen 
,gemeinsamer Antigene“, die zumindest nach laéngerem Stehen der 
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Tabelle 6. Prdcipitinabsorption 
Zeichenerklarung siehe Tabelle 5 
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Kontroll- Abgesittigt mit Extrakt von 
Reaktion mit canna 
NE3 NE 3/3 NEsh | NE 6by 
Anti-N# 3-Serum 1:8 
| 1:16 | 1:100 | 1:50—800 1:200 | 1:200 
NE 3-Extr. ate ahi ie Sat sie aRaear aE 
(1: 400) 
NE 3/3-Extr. = > — = = 
(alle Verd.) 
NE 8kl-Extr. ++ =5 ++ = (+ ) 
(1: 400) 
NE 5y-Extr. eae = oi Ets 3 pat 
(1: 400) 
Anti-NE 3/3-Serum 1:2 
Bemeete 1: 25—800 1: 200 1:25—800 | 1:25—800 
NE 3-Extr. - — - - - 
(alle Verd.) 
NE 3/3-Extr. eae - of ce. =e te an 
(1: 50) 
NE 3kl-Extr. = = - = — 
(alle Verd.) 
NE 5y-Extr. - — -- - _ 
(alle Verd.) 
Anti-NE 3kl-Serum 1:4 
| ERS 1: 200 1: 25—800 1: 100 1: 100 
NE 3-Extr. als ale — met = = 
(1: 200) 
NE 3/3-Extr. - = = = ze. 
(alle Verd.) 
NE 8kl-Extr. +++ +++ SLE — = 
(1: 200) 
NE dy-Extr. b+ b+ +++ = - 
(1: 200) 
Anti-NE d5y-Serum 1:8 
| 26 1: 200 1: 25—800 1:50 1:50 
NE 3-Extr. =a = ++ — <a 
(1: 200) 
NE 3/3-Eixtr. — — 44 = a: 
(alle Verd.) 
NE 3kl-Extr. siege Te Blea oh “2 = 
(1: 400) 
NE d5y-Extr. +++ +++ aE # - 


(1: 400) 
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Rohrchen die spezifischen Resultate verwischt oder gar zu ,kompletten 
Uberkreuzreaktionen“’ (Martin 1942) gefiihrt hatten. Die Ergebnisse 
der Pracipitinabsorptions-Tests bestiatigen in vollem Umfang die der 
vorangegangenen Agglutinations- und Pracipitationsreaktionen. Der 
NE 3kl-Extrakt vermochte auch simtliche Antikérper fiir den NE by- 
Extrakt zu entfernen und umgekehrt, wodurch die serologische Identitat 
der beiden Organismen nochmals bewiesen wird. Durch Entfernung der 
ubergreifenden Antik6rper sowohl im Anti-N# 3-Serum als auch in den 
Seren Anti-N# 3kl und Anti-NE 5y war eine Abschwachung der homo- 
logen Reaktionen nicht zu erkennen. Das Vorhandensein ,,gemeinsamer 
Antigene“ (nach der Definition von Kapat u. Mayer 1948) in den Auto- 
klavenextrakten ist somit nicht sehr wahrscheinlich. 

Nahere Aufschliisse tiber die serologischen Beziehungen von Cand. 
reukaufu und Tor. famata zu Cr. difflwens, die auf Grund der wenn 
auch déuBerst schwachen Uberkreuzreaktionen zu bestehen schienen, 
waren durch die Absorptionstests nicht zu erlangen. Es ist bei den 
gegebenen Serumverdiinnungen nicht mdéglich gewesen, mit NH 3/3- 
Extrakt Antikérper aus den Seren gegen NH 3, NE 3kl oder NE 5y 
zu entfernen, und Anti-NEH 3/3-Serum gab mit den heterologen Anti- 
genen keine Pracipitation. Die homologe Reaktion in diesem Serum fiel 
nach Absorptionsversuchen mit den Extrakten aus NH 3 und NE 5y 
(NE 3kl) im Vergleich zum Kontrollréhrchen unverandert aus. 


Y. Isolierung und Charakterisierung der spezifischen Substanzen 


Orientierende Priifungen der bei den vorangegangenen Versuchen ver- 
wendeten Extrakte ergaben, dafi diese neben geringen Mengen Biuret 
positiver Substanzen hauptsachlich Kohlenhydrate enthielten (Moxiscu- 
Test stark positiv). Dies stimmt mit Ergebnissen chemischer Unter- 
suchungen an Hefeantigen-Extrakten friiherer Arbeiten tiberein. 

Wie bei Bakterien, so scheinen auch bei Hefen hochmolekulare Kohlen- 
hydrate fiir die Spezifitaét serologischer Reaktionen eine bedeutende 
Rolle zu spielen. Jedoch hat bisher m.W. noch kein Hefenpolysaccharid 
(gegen heterologe Hefeantiseren) den Spezifitatsgrad eines typen- 
spezifischen. bakteriellen Polysaccharids erreicht. Dies mag teilweise 
daran liegen, da8 Hefen oder hefeadhnliche Organismen neben den 
spezifischen Antigenen chemisch identische Substanzen, ,,gemeinsame 
Antigene“ (Martin 1942, Rawson u. Norris 1947, Satviy 1950 u.a.) be- 
sitzen, die bei der Gewinnung der spezifischen Polysaccharide mit den her- 
kémmlichen Methoden nicht oder nur unvollkommen abzutrennen sind. 

Abgesehen von diesen u. U. nur minimalen Anteilen unspezifischer 
Substanzen scheinen, soweit dies bis jetzt zu tibersehen ist, sehr viele 
der léslichen Hefenpolysaccharide gleiche oder &hnliche spezifitats- 
bedingende Gruppen im Molekiil zu besitzen (vgl. TomostK 1930), die wie 
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bei den Kapselpolysacchariden der Pneumokokken Typ IH und VIII 
,echte Uberkreuzreaktionen‘‘ (KaBat u. Mayer 1948) hervorrufen. : 

Es kénnte aber durch die teilweise recht drastischen Gewinnungs- 
verfahren der Substanzen deren Spezifitat infolge Zerstérung, Um- 
wandlung oder Blockierung solcher Gruppen herabgesetzt worden sein. — 
Allerdings sind schon Versuche unternommen worden, Hefenpoly- 
saccharide mit rein physikalischen Methoden (ohne Anwendung von 
Siure, Lauge und Vermeidung von hohen Temperaturen) aus den Zellen — 
zu isolieren (nach dem Verfahren von SEVAG, CATTANEO u. Matwee 1935; 
Kiopstock u. VERCELLONE 1936), ohne daB auf diese Weise Substanzen 
erhalten worden waren, die in serologischen Versuchen spezifischer 
reagierten als solche, die z.B. durch Laugenextraktion gewonnen — 
wurden. Polysaccharide von bekapselten Formen, die wahrend des 
Wachstums in die Nahrbriihe diffundieren (AscHNER, MAGER u. LEIBO- 
witz 1945) und sich daraus nach Abzentrifugieren der Zellen mit scho- 
nenden Methoden relativ rein darstellen lassen (EVANS u. KEssEL 1951; 
Evans u. THERIAULT 1953), sind, soweit mir bekannt, mit heterologen 
Hefeantiseren (einer anderen Gattung) noch nicht getestet worden. 

Im Hinblick auf die zunehmende Bedeutung serologischer Reaktionen 
in der Differenzierung von Hefen (Tsucutya u. Mitarb. 1954, 1955; 
JONSEN 1955) sowie fiir die Diagnose mykotischer Infektionen (Satvin 
1950 u. a.) erscheint es erstrebenswert, weitere Aufschlisse iiber die Ge- 
winnung spezifischer Substanzen aus Hefen und deren evtl. Uberkreuz- 
reaktionen zu erhalten. 

Im folgenden wird von Versuchen berichtet, die sich mit der Dar- 
stellung spezifisch reagierender, wasserléslicher Polysaccharide aus 
einigen Hefen befassen. Von Extraktionsverfahren, die in friiheren 
Arbeiten zur Gewinnung von Hefenpolysacchariden oder zur Iso- 
lierung bakterieller Antigene empfohlen wurden, sollte das geeignetste 
ermittelt werden. Als Kriterien dienten Spezifitaét und Ausbeute. 


1. Ziichtung der Hefen und Vorbereitung zur Extraktion 


Die Organismen wurden in Roux-Flaschen auf Malzayar geziichtet. Nach 3- bis 
4taigiger Bebriitung bei 18°C wurde mit wenig Wasser abgeschwemmt, durch 
mehrere Lagen Mull koliert und zentrifugiert. Das Zellsediment wurde je 2mal 
mit Wasser und mit Aceton gewaschen, dann mit wenig Ather angefeuchtet und 
verrieben, bis es lufttrocken war. AnschlieBend wurde es 24 Std iiber konz. Schwefel- 
siure getrocknet. Von Cand. reukaufii ergaben 100 g feucht gewogener Masse ein 
Trockengewicht von etwa 15 g,von 7'or. famata etwa 25g. Von Cr. diffluens lieB sich 
das Zahlenverhaltnis aus den oben dargelegten Griinden nicht bestimmen. 


2. Hatraktionsverfahren 


Die Extraktion erfolgte mit: 1. 1-proz. Kalilauge bei 100° C (Modi- 
fikation der Salkowskischen Methode 1894, die von Tomcsrk 1930 zur 
Extraktion von Hefegummi angegeben wurde). — 2. 0,05-n-Salzsadure 
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bei 100°C (Svea u. Neru 1931, Darstellung von Hefeantigen). — 
3. 0,25-n-Trichloressigsiiure bei 0° C (Borvin u. MrsropEanu 1933, 
Extraktion gramnegativer Bakterien). — 4. Phenol-Wasser bei 65—68°C 
(WestpHaL, Liperirz u. Bisrer 1952, Extraktion gramnegativer und 
[ScumipT] grampositiver Bakterien). — 5. Autoklavierung bei 115° C 
mit anschlieBender tryptischer Verdauung (in Anlehnung an die Me- 
thode von GAsIOROWSKI u. MIKULASZEK 1931, Gewinnung von ,,Rest- 
antigen“ aus Hefekulturen und Kapselbacillenstammen). — 6. Formamid 
bei 150° C (FULLER 1938, Isolierung von Streptokokken-Polysacchariden ; 
OxpiIne 1954, Isolierung von Staphylokokken-Polysacchariden). 

Die nach diesen Methoden gewonnenen Substanzen wurden in Wasser 
gelést und mit 96-proz. Alkohol unter Zusatz von Natriumacetat frak- 
tioniert. 


Dabei wurde die durch 1 Vol.-T. Alkohol fallbare Substanz als Fraktion 1 
bezeichnet. Fraktion 2 war aus der iiberstehenden Fliissigkeit durch ein weiteres 
Vol.-T. Alkohol zu erhalten, Fraktion 3 aus dem Uberstand der 2. Fallung mit 
weiteren 2 Vol.-T. Alkohol und Fraktion 4 schlieBlich mit weiteren 2—6 Vol.-Teilen. 


3. Qualitative chemische Prifungen der Fraktionen 
Die gewonnenen Fraktionen wurden jeweils 1: 100 in Wasser gelést 
und mit je 1 cm® der Lésung die Molisch- und Biuretreaktion aus- 
gefithrt (Tab. 7). 


Tabelle 7. Molisch- und Biurettest 
(Fraktionen von C. reukaufii- Extrakten) 


Fraktion 1 Fraktion 2 Fraktion 3 Fraktion 4 

Extrahiert mit 

M B M B M B M B 
1-proz. KOH ee eee fees | 0 0 0 0 
0,05-n-HCl ae ef ee + (+) 0 0 
0,25-n- 

CCl],COOH ee ee) Pod tea te ey er) 
Phenol-Wasser }|+++4+] — +++ — 0 0 0 0 
Autoklav. u. 

trypt. V. Saal ae aL = + (+) ae ae 
Formamid ++++)] (4+) | +++ | (4) Se te . ae 


0 = Reaktion nicht ausgefithrt, da kein Niederschlag erhalten wurde. (Sonstige 
Zeichen siehe Text.) 


Der Molisch-Test entsprach der von DiscuE (1929) beschriebenen «-Naphthol- 
reaktion I. Die entstandenen Farbténungen wurden mit ++++, +++, ++, + 
bzw. (+) bezeichnet. Der Vergleich erfolgte gegen jedesmal frisch angesetzte Rohr- 
chen, die in 1 cm* Wasser 5,0, 2,5, 0,5 sowie 0,1 mg reiner Glucose enthielten und 
wie die Analysenlésungen behandelt worden waren: Kohlenhydratgehalt > 50%: 
+++; > 25%: +443 > 5%: ++; 51%: +3 <1%: (+), bezogen auf den 
Farbwert von Glucose. 
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Zur Priifung auf Biuret positive Substanzen diente eine von OSBORNE aus- 
gearbeitete Modifikation der Biuretreaktion. Diese soll sehr empfindlich sein und 
weniger als 50 y Protein anzeigen (+ = positiv; (+) = schwach positiv). 


4. Serologische Prifung der Fraktionen 
Fiir die serologischen Tests wurden die zu den chemischen Pri- 
fungen verwendeten wafrigen Lésungen mit physiolog. Kochsalzlésung 
verdiinnt. Von den jeweils kohlenhydratreichsten Fraktionen wurden mit 
homologem und heterologem Serum die ,,Zonen optimaler Précipitation™ 
bestimmt (s. 8. 238f) und simtliche Fraktionen in den dabei ermittelten 
Verdiinnungen getestet (Tab. 8). 


Tabelle 8. Ergebnisse der Pricipitationsversuche mit homologem und heterologem Serum 
(Fraktionen von Cand. reukaufii-Extrakten) 


Fraktion 1 Fraktion 2 Fraktion 3 Fraktion 4 


Extfahiert mit 


hom. hom. het. 
1-proz. KOH shea aE at (+) 0 0 0 0 
0,05-n- HCl Si Pat (+) sesh (+) a5 (+) 0 0 
0,25-n- 

CC],COOH +++ we = (+) a (+) aa ar 
Phenol-Wasser }|++++/+++] +++ | ++ 0 0 0 0 
Autoklayv. u. 

trypt. V. UF rU NL Se fie eae spate ws ar Ee =f — == 
Formamid +++ ae Bete = <i a (+) —_ 


0 = Reaktion nicht ausgefiihrt, da kein Niederschlag erhalten wurde. (Sonstige 
Zeichen siehe 8. 238.) 


Es wurden Seren mit gleichem Agglutinationstiter verwendet: Anti- 
NE 31V)-Serum und Anti-NZ 5y(I1)-Serum. Der Vergleich der Aus- 
beuten an serologisch aktiven Fraktionen (/, und F,) ergab: 


Verfahren | Ausbeute 
1-proz. KOH 8s—9 % 
0,05-n-HCl 5—6 % 
0,25-n-CCl, COOH 8—9 % 
Phenol-Wasser 2—2,5% 
Autoklav. u. trypt. Verd. 9—10% 
Formamid 9—10 % 


Die Extraktionsprodukte von Jor. famata ergaben gleichsinnige Resultate. Die 
Ausbeuten waren jedoch etwas geringer als bei Cand. reukaufii. 


Mit jedem der erwahnten Verfahren lie8en sich aus NE 3, NE dy und 
N. E 3kl Polysaccharide extrahieren. Es schien jeweils nur ein serologisch 
wirksames Polysaccharid vorhanden zu sein, das mit 1/, bis 2 Vol.-Teilen 
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Alkohol als flockiger, fast weiBer Niederschlag ausfiel und beim Waschen 
mit Alkohol meist als zihe, klebrige Masse an den Wandungen der Zen- 
trifugenglaser haften blieb. Die weiteren Fraktionen waren von geringer 
Menge, enthielten teilweise Biuret positives Material und gaben keine 
oder auBerst schwache Pracipitation mit Immunserum. Das Auto- 
klavieren und die Formamidmethode ergaben die besten Ausbeuten an 
polysaccharidreichen Fraktionen; auch mit den Verfahren von Tomcstk 
(1930) und Suee u. Nem (1931) waren noch relativ gute Rohextrakte 
zu erhalten. 

Die oben genannten Methoden sind als ziemlich eingreifend zu be- 
zeichnen und es muf u. U. mit einer partiellen Spaltung der Poly- 
saccharide gerechnet werden. Wie jedoch die Ergebnisse der serologischen 
Versuche zeigen, waren die erhaltenen Fraktionen nicht weniger spezifisch 
als die durch Phenol/Wasser- und Trichloressigsiure-Extraktion ge- 
wonnenen. Auch die friiheren Versuche (Pracipitation) ergaben, daB die 
spezifischen Substanzen bei 120°C noch stabil sind. Eine nur geringe 
Polysaccharidausbeute wurde mit dem Phenol/Wasser- Verfahren erzielt. 
Auch schienen die Substanzen weniger spezifisch zu sein. 

Tab. 8 zeigt, daB in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen friiherer 
Arbeiten auch nach Isolierung der Polysaccharide keine ,,absolut 
spezifischen‘‘ Reaktionen zu erreichen sind. 


5. Gewinnung und Reinigung der spezifischen Polysaccharide 
a) aus Cand. reukaufi und Tor. famata 


Das Verfahren von GAastoRoWSKI u. MIKULASZEK schien zur Extraktion 
spezifischer Polysaccharide aus den genannten Hefen am geeignetsten. 
Es diente nach Ermittlung optimaler Versuchsbedingungen (in der 
erwahnten Arbeit fehlen genaue Angaben) zur Gewinnung gréBerer 
Substanzmengen. Die EnteiweiBung bei Gegenwart von Essigsaure in 
der Siedehitze wurde durch die Sevagsche Methode (Srvac 1934 bzw. 
HEIDELBERGER, KENDALL u. SCHERP 1936) ersetzt, mit deren Hilfe 
sich auch Spuren von Hiweif entfernen lassen (vgl. SEvaG u. Mitarb. 


1938): 

1g getrocknete Hefe wurde in 30 cm? dest. Wasser suspendiert und 30 min bei 
115° C im Autoklaven erhitzt. Nach Abkithlen wurde die Fliissigkeit mit n-Natron- 
lauge auf px 8,2—8,5 eingestellt, mit 50 mg Trypsin und 5 cm? Toluol versetzt. Am 
dritten Tag wurde der py-Wert mit n-Natronlauge korrigiert und weitere 50 mg 
Trypsin zugesetzt. Nach fiinftigiger Einwirkung des Trypsins wurde die Fliissig- 
keit mit Essigsiure angesiuert (py 4—4,5) und durch gehartetes Filterpapier 
(Schl. u. Sch. Nr. 1575) filtriert. Durch Zugabe von 10% Natriumacetat und 2 Vol.-T. 
96-proz. Alkohol setzte sich das rohe Polysaccharid wahrend 8stiindigem Stehen im 
Kiihlschrank als zaihe, klebrige Masse am Boden des GefaBes ab. Der Niederschlag 
wurde mit 50 cm? Wasser behandelt, wenig Ungeléstes durch Zentrifugieren ent- 
fernt und die Alkoholfallung noch zweimal wiederholt. Der Niederschlag wurde dann 
in 50 cm? 1-proz. Natriumacetatlésung 7—8mal mit einem Gemisch von 10 cm* 
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Chloroform und 2 cm? n-Butanol durchgeschiittelt. Die entstandenen Chloroform - 
Protein-Gele wurden dreimal mit wenig Wasser gewaschen, das Waschwasser 7—S8mal 
mit Chloroform-n-Butanol geschiittelt und mit dem Hauptteil vereinigt. 

Die vereinigten waiBrigen Lisungen wurden 2 Tage gegen flieBendes Leitungs- 
wasser und 24 Std gegen dest. Wasser dialysiert, zentrifugiert und mit 2 Teilen 
Alkohol versetzt. Hierbei entstand eine geringe Opalescenz. Nach erneutem Zentri- 
fugieren und Zugabe von wenig gesattigter Natriumacetatlésung wurde das Poly- 
saccharid gefallt. Es wurde zweimal mit Alkohol und Ather gewaschen und itiber 
P,O; im Vakuum getrocknet. 


b) aus Cr. diffluens 


Auch aus der schleimigen NH 3/3-Hefe 1aBt sich durch Autoklavieren 
ein Polysaccharid isolieren, das noch in hohen Verdiinnungen (10~*) 
homologes Serum pracipitiert (vgl. dagegen MacErs u. ASCHNERS Ver- 
suche mit Torulopsis rotundata 1947). 

GréBere Mengen dieses Polysaccharids wurden nach der fiir NE 3 
und NE 5y ausgearbeiteten Methode gewonnen. Statt mit 2 Teilen 
wurde mit 1 Vol.-T. Alkohol gefiallt. 

Mit einem weiteren Vol.-T. Alkohol wurden geringe Mengen einer zweiten 
kohlenhydratartigen Substanz erhalten, die ebenfalls mit Anti-NH# 3/3-Serum 
reagierte. Ihre Untersuchung ist noch nicht abgeschlossen, da jeweils nur auBerst 


geringe Mengen anfielen. Sie ist in der Zusammensetzung ihrer Zuckerbausteine von 
der ersten Fraktion verschieden (siehe 8. 250). 


6. Uberkreuzreaktionen der gereinigten Polysaccharide 


Das aus Cr. diffluens gewonnene Polysaccharid reagierte nur mit 
homologem Serum. Dagegen gaben die HP! aus Candida und Toru- 
lopsis nach wie vor Uberkreuzreaktionen mit Anti-Jorulopsis- bzw. 
Anti-Candida-Serum, aber nicht mit Anti-Cryptococcus-Serum. Zur 
Kenntnis des AusmaBes der Uberkreuzreaktionen wurden Titrations- 
kurven mit Hilfe photoelektrischer Triibungsmessungen aufgestellt. 


80 °=4P aus NE3 
as 4 =HP gus NES 
= 60 y 
S 
S 40 
Ss 
SS 

0 


025 G13 G06 G03 Q0f5 008 G0O% 002 
mg /o/ysaccharid/ccm 


Abb. 1. Titrationskurven von Anti-Candida-Serum (Aggl.-Titer 1: 10) 


Zur Reaktion wurden konstante Mengen Serum mit zunehmenden Verdiinnungen 
des homologen und heterologen Antigens gemischt und die dabei entstehenden 
Triibungen gemessen. Als Nephelometer diente ein Gerat, das dem von Lippy (1938) 


‘HP = Abkiirzung fiir Hefenpolysaccharid(e). 
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entwickelten ,,photronreflectometer“ entsprach. Die Bestimmungen wurden nach 
der von BoypEN u. DE Fatco (1943) ausgearbeiteten Standardmethode durch- 
gefiihrt: Mischen von 0,3 em? Serum mit 1,7 em? Antigenverdiinnung, die mit ge- 
pufferter Kochsalzlésung bereitet wird. Nach einer Inkubationszeit von 20 min 
bei 37,5° C’Ablesen der Triibungswerte. 

Boypen, Botton u. GrmeEroy (1947) hatten festgestellt, daB die 
unter genannten Bedingungen entstandenen Triibungen den Pracipitat- 
mengen, die in einem Zeitraum von 24 Std entstehen, direkt proportional 
sind. Die Korrelation war sowohl bei Proteinantigen-Antikérper- 
Systemen (Messung des N-Gehalts der Pracipitate) als auch z. B. bei der 
Pneumokokken-Polysaccharid- 8-III-Anti-S-III-Reaktion festgestellt 
worden. 


Die Abbildungen (1 und 2) zeigen zwei der aufgestellten Kurven: 


o = AHP aus NE3 


240 4 = HPaus NE Sy 
; <Aequivalenzzone 


200 


8 


Antigentiberschwh, Antikorpertberschu8 


Triibungswert 
S 


l l | 
ti 05 025 O13 006 003 O15 0008 Q004 
‘mg Polysacchorid/ccm 


Abb. 2. Titrationskurven von Anti-Torulopsis-Serum (Aggl.-Titer 1: 10°) 


1. mit einem schwachen, 2. mit einem starken Immunserum. Sie zeigen 
das typische Verhalten von Pracipitinsystemen bei der Titration kon- 
stanter Serummengen mit ansteigenden Antigenverdiinnungen (vgl. 
BoypEN, Botton u. GemMERoy 1947): Ansteigen der Kurven (= Ab- 
nahme des Antigeniiberschusses) bis zu den Punkten maximaler Triibung 
(= maximale Pracipitation), tiber die Aquivalenzzonen Abnehmen der 
Kurven (= Antikérperiiberschuf). 

Bei den homologen Reaktionen wurden die nach 24 Std entstandenen 
Pracipitate abzentrifugiert. Die jeweils iiberstehende Flussigkeit wurde 
geteilt und gegen Serum und (geringe Menge!) Antigen getestet. Das 
Bestehen oben genannter Zonen konnte dadurch bestiatigt werden. 
In keinem Fall lieBen sich Antigen und Antikorper gleichzeitig im Uber- 
stand nachweisen. Dies erlaubt die Vermutung, da8 die beiden HP 
serologisch homogene Substanzen sind. Im Sinne der ae von 
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KENDALL (1937) kénnen sie jedenfalls in homologen Reaktionen als 
Einzelsubstanzen (,,single antigens‘) betrachtet werden. 

Homologe und heterologe Reaktionen zeigen klar unterscheidbare 
Kurven. Es wird aber deutlich, da& Tests bei AntigeniiberschuB zu 
falscher Beurteilung der Ergebnisse fiihren kénnen, da die Werte der 
homologen und der heterologen Kurven hier auBerst nahe beieinander- 
liegen. 


7. Chemische Eigenschaften der spezifischen Polysaccharide 


Die nach dem Autoklavierverfahren gewonnenen, gereinigten Hefen- 
polysaccharide waren weife, amorphe, nicht dialysierbare Substanzen, 
die sich klar (1-proz.) in Wasser losten. Das HP aus NE 3/3 gab zum 
Unterschied von den Polysacchariden aus NE 3 und NE Sy sehr viscose 
Lésungen, die in einer Konzentration von 3% schwache Opalescenz 
zeigten. Auferdem war es sehr voluminés. In 1-proz. Lésung waren die 
HP Biuret negativ. Mit Jodlésung gaben sie keine Reaktion auf Starke 
oder Glykogen. Ebenso waren die Millonsche- und die Ninhydrin- 
Reaktion auf Eiwei8 und Aminosauren negativ. 

Abweichend voneinander verhielten sich die HP bei der Bialschen 
Reaktion auf Pentosen (etc.) und beim Naphthoresorcintest nach Kapp 
(1940)! auf Uronséuren. HP aus NE 3/3 (0,1-proz.) reagierte in beiden 
Fallen positiv, die Polysaccharide aus NE 3 und NE 4y (1-proz.) gaben 
negative Reaktionen. 

Die durch Mikro-Kjehldahl-Bestimmungen ermittelten Stickstoff- 
gehalte ergaben fiir HP aus NE 3 0,4% N; HP aus NE dy 0,25% N; 
HP aus NE 3/3 0,3% N. 

Der Fehling-Test war bei allen Substanzen negativ. Die reduzieren- 
den Zucker nach der Hydrolyse wurden nach HaGEDORN-JENSEN (ref. 
bei Kapat u. Mayer 1948) bestimmt. Es ergaben sich folgende Werte: 
HP aus NE 3 82%; HP aus NE 5y 84%; HP aus NE 3/3 63%. 

Aus diesen relativ einfachen chemischen Untersuchungen ergaben sich 
somit grundlegende Unterschiede zwischen den spezifischen Polysaccha- 
riden aus NE 3 und NE dy einerseits und der Substanz aus NE 3/3 
andererseits. Erstere waren auf Grund der eben erwaihnten Reaktionen 
und Eigenschaften nicht zu unterscheiden. 

Herr Dr. Guertin (Chem. Inst. Kopenhagen) hatte die Freundlichkeit, von den 
oben genannten Polysacchariden UV-Spektren aufzunehmen, die alle die fiir 
Nucleinsiuren typische Absorption bei 258—260 my zeigten. Beim Vergleich der 
Absorptionskurven gegen die reiner Standard-Hefenucleinsiure konnte ein durch- 
schnittlicher Gehalt von 2% Nucleotid errechnet werden. Daraus wiirden sich die in 
unseren Versuchen gefundenen Stickstoffwerte zum gréBten Teil erklaren lassen. 


__ Kigene Versuche, die geringen Nucleinsiureanteile von den Polysacchariden durch 
Papierelektrophorese abzutrennen, verliefen ohne Erfolg. 


1 Vo]. Paynn, GAGAN u. Ponnarp 1953. 
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Die kiirzlich von Jonson (1955) dargestellten Hefenpolysaccharide (Formamid- 
verfahren) waren P-frei, enthielten also keine Nucleotide. Sic gaben ebenso wie die 
in dieser Arbeit durch Formamid- u.a. Verfahren gewonnenen HP Uberkreuz- 
reaktionen mit heterologen Seren. Es ist somit nicht anzunehmen — auch die Er- 
gebnisse der serologischen Reaktionen machen es unwahrscheinlich — dai Nu- 
rene (als ,,common antigens“) fiir die itbergreifenden Reaktionen verantwortlich 
sind. 


8. Zuckerbausteine der spezifischen Polysaccharide 

Hydrolyse der Polysaccharide: Von HP aus NE 3 und NE dy wurden je 
50 mg, von HP aus NH 3/3 etwa 75 mg in 1 cm? 2-n-Schwefelsiiure gelést und in 
einer zugeschmolzenen Ampulle 8 Std im siedenden Wasserbad hydrolysiert. Diese 
Zeit war bei den Bestimmungen nach HacEporn-JENSEN als durchschnittlich 
optimal ermittelt worden. Nach dem Abkiihlen wurde mit einer berechneten 
Menge Bariumcarbonats bzw. Calciumcarbonats (vgl. FiscHer u. Déorren 1955) 
neutralisiert und der dabei entstandene Niederschlag abzentrifugiert. Der klare 
Uberstand enthielt die zu analysierenden Substanzen. 


Papierchromatographische Identifizierung der Zucker aus 
den Hydrolysaten!: Die qualitative Ermittlung der durch die Hy- 
drolyse der Polysaccharide freigewordenen Zucker erfolgte mit Hilfe der 
auf- und der absteigenden Papierchromatographie auf Filterpapier 
Nr. 2043b von Schl. u. Sch. 

Als Lésungsmittel wurden folgende Gemische verwendet: 1. Phenol, wasser- 
gesattigt (unter Zusatz von HCN und NH,) (Parripgs 1948). — 2. Butanol-His- 
essig-Wasser 4:1:5 (ParripGn 1948). — 3. Butanol-Pyridin-Wasser 3: 2: 1,5 
(Juanes, Wise u. Dimter 1951). — 4. Athylacetat-Hisessig-Wasser 3: 1:3 (JER- 
MYN u. IsHERWOOD 1949). — 5. Pyridin-Athylacetat-Hisessig-Wasser 5:5: 1:3. Zur 
Dampfsattigung der Kammer: Pyridin-Athylacetat-Wasser 11: 40:6 (FIscHER u. 
DORFEL 1955). 

Davon gab Butanol-Pyridin-Wasser die giinstigsten Trenneffekte. Zur exakten 
Identifizierung der im Hydrolysat des Cryptococcus-Polysaccharides vorkommenden 
Uronsiure bewahrte sich Lésungsmittelgemisch 5. 

Die Entwicklung der Chromatogramme erfolgte mit Anilin-Phthalsiure (PATRIDGE 
1949) bzw. mit Naphthoresorcin-Trichloressigsiure (PaTrripGH 1948). Die dabei 
entstehenden Flecke wurden durch Vergleich mit Proben authentischer Zucker, 
teilweise mit Hilfe von Mischchromatogrammen identifiziert. Als Vergleichssub- 
stanzen standen folgende Zucker zur Verfiigung: Xylose, Ribose, Mannose, Glucose, 
Galaktose, Gluconséure, Galakturonsaure. 


Bei simtlichen LésungsmittelIn wurde auf den Chromatogrammen 
der Candida- und der Torulopsis-Polysaccharid-Hydrolysate je ein deut- 
licher Fleck gefunden, der die gleiche Wanderungsgeschwindigkeit wie 
Mannose hatte. Wurden sehr groBe Substanzmengen aufgetragen, so 
konnten auBerdem schwache Anfarbungen in Hohe des Glucosever- 
gleichsflecks gefunden werden. Im Hydrolysat des Cryptococcus-Poly- 
saccharides lieBen sich bei Verwendung von Pyridin-Butanol-Wasser 
drei Substanzen nachweisen, die mit Xylose, Mannose und Glucose 
papierchromatographisch identisch waren. Mit Hilfe von Losungsmittel 


1 Vgl. auch Burcrk u. Beurmann 1956. 
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2 und 4 erhielt man noch einen schwachen vierten Fleck, der unmittelbar 
nach dem Bespriihen mit Anilinphthalat orangefarben aussah und spater 
allmahlich in braun iiberging. Im UV-Licht fluorescierte er in gleicher 
Farbe (ohne ,,Hof‘) und lag im Bereich der Uronsaureflecken. Eine 
exakte Identifizierung als Glucuronsiure gelang mit dem kiirzlich von 
Fiscurer u. Dorren (1955) zur Trennung von Uronsdéuren angegebenen 
Liésungsmittelgemisch Pyridin-Athylacetat-Eisessig-Wasser. 

Wassergesittigtes Phenol war als Lésungsmittel zur Trennung des 
eben beschriebenen Zuckergemisches weniger geeignet. 

Beim Versetzen des neutralisierten Hydrolysats des HP aus NE 3/3 
mit etwa 6 Vol.-T. 96-proz. Alkohol fiel reichlich unhydrolysiertes 
Material aus. Es wurde deshalb versucht, die Hydrolyse des Poly- 
saccharids zu vervollstandigen (,,prolonged hydrolysis“: Lit. bei ANDER- 
son u. Sanps 1945, Drounet u. Mitarb. 1950, Evans u. THERIAULT 
1953): 

Die nichthydrolysierte Substanz wurde 10 Std mit 2-n-Schwefelsaiure bei 100° C 
erhitzt, die Saure anschlieBend mit einer berechneten Menge Calciumcarbonat neu- 
tralisiert. In der nach dem Zentrifugieren iiberstehenden Fliissigkeit (U 1) entstand 
auf Zusatz von 8 Teilen Alkohol erneut ein Niederschlag, der abgetrennt und nun- 
mehr mit n-Schwefelsiure 4 Std bei 120°C hydrolysiert wurde. Nach Neutrali- 
sation der Saure wurde das entstandene Bariumsulfat abzentrifugiert und der klare 
Uberstand als Analysenlésung verwendet (U 2). 

Papierchromatographische Untersuchungen mit den Lésungsmitteln 2, 
4 und 5 hatten folgendes Ergebnis: U 1: Mannose, Glucose, Glucuron- 
sdure, ferner ein nicht identifizierter schmutzig orangefarbener Fleck 
unterhalb der Glucuronséureanfirbung (= Zwischenprodukt); U2: 
Zwischenprodukt; U2 gab einen positiven Naphthoresorcintest nach 
Kapp (!). 

Wenn das HP aus NE 3/3 nur 1/,, 1, 2 oder 3 Std hydrolysiert wurde, 
dann wiesen die Chromatogramme neben den oben genannten Flecken, 
die hier teilweise in die Liinge gezogen waren und mit den Vergleichs- 
substanzen nicht immer exakt iibereinstimmten, noch weitere ange- 
firbte Stellen auf. Sie lagen hauptsichlich unterhalb oder im Bereich der 
Uronsiurevergleichsflecken und stammten wahrscheinlich von Zwischen- 
produkten der Hydrolyse. 

Analysen von Hydrolysaten des Polysaccharids aus NE 3kl ergaben 
die gleichen Resultate wie bei NE 5y. 


Bei der Hydrolyse der zweiten kohlenhydratartigen Substanz aus NE 3/3 (siehe 


8. re wurde neben geringen Mengen Mannose und Glucose hauptsichlich Galak- 
tose frei. 


Die wasserléslichen Polysaccharide aus NE 3 und NE dy gehoren 
somit zu den Mannanen wie auch der sogenannte Hefegummi aus 
Saccharomyces cerevisiae (vgl. SanKowsKr 1894, Haworru, Hirst u. 
IsHERWOOD 1937, GaRzULY-JANKE 1940, HawortuH, Heata u. Prat 
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1941, Linpsreptr 1945). Die gleichzeitige Anwesenheit von Glucose in 
Spuren ist m. E. nicht unbedingt auf eine Verunreinigung (Glykogen?) 
zurickzufiihren, denn z. B. auch das gut untersuchte Steinnu8-Mannan 
enthalt geringe Mengen von Glucose und auch Galaktose (vgl. PAncu- 
TRACEY 1955). 

Die Bausteinanalyse des Polysaccharids aus Cr. diffluens ergab Uber- 
einstimmung mit den im Kapselpolysaccharid der pathogenen Hefe 
Cr. neoformans von DRovuHET u. Mitarb. (1950) gefundenen Zuckern. 
Das Kohlenhydrat aus NE 3/3 scheint im Vergleich eine gréRere Menge 
Glucose zu enthalten. Es sei jedoch bemerkt, da neuerdings Evans 
u. Mitarb. (1951, 1953) im Kapselpolysaccharid von Or. neoformans 
Glucose nicht nachweisen konnten (s. Tab. 9). 


Tabelle 9. Vergleich der Zuckerbausteine von Polysacchariden, die aus Cr. diffluens, 
Tor. rotundata und Cr. neoformans isoliert wurden 


Species Bezeichnung d. HP Xy Ma Gl Gk Gs Autor u. Lit. 

Cr. neoformans | P,; PVII, ee tell -- DrovaHet u. Mitarb. (1950) 

Cr. neoformans | crude SB + + + + | Evans u. Munn (1951) 

Cr. neoformans | SB, + + + | Evans u. THERIAULT 
(1953) 

Tor. rotundata | fract. B a + Macer (1947) 

Cr. diffluens HP aus NE 3/3|} + + + + | Burcork u. BeurmMann 
(1956) 


Xy = Xylose, Gl = Glucose, Ma = Mannose, Gk = Galaktose, Gs = Glucu- 
ronsaure. 


Die Tatsache, daB nach 8- bzw. 16stiindiger Hydrolyse des Poly- 
saccharides aus NH 3/3 noch unhydrolysierte Substanz vorhanden war, 
erklart einmal den relativ niederen Gehalt an reduzierenden Zuckern 
nach HaGEDORN-JENSEN; auBerdem laBt sie die Bildung einer oder 
zweier Diuronsauren vermuten, deren weitere Aufspaltung bekanntlich 
schwierig ist (vgl. WHISTLER u. Smart 1953, Fiscuer u. DoRFEL 1955). 
Durch den sehr empfindlichen Kapp-Test lie® sich in dem nicht weiter 
identifizierten Zwischenprodukt die Anwesenheit von Uronséure ein- 
wandfrei feststellen. 

Bei der Analyse der Kapselsubstanz aus T'orulopsis rotundata* (s. Tab. 9) 
hatte Macur (1947) nur Xylose und Glucose gefunden (ohne Anwendung 
der Papierchromatographie). 


9. Versuche zur Differenzierung verwandter 
Hefenpolysaccharide mittels Papierelektrophorese 
In den vorangegangenen Versuchen war es nicht méglich, die sero- 
logisch unterscheidbaren Polysaccharide aus NE 3 und NE dy auch 


1 Vgl. S. 228. 
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chemisch zu differenzieren. Beide gaben die gleichen Reaktionen, und 
in den Hydrolysaten lieSen sich jeweils nur Mannose neben Spuren von 
Glucose nachweisen. Nachdem Bemiihungen, die HP papierchromato- 
graphisch zu trennen, wenig erfolgversprechend verlaufen waren, 
wurde das Verhalten der beiden Substanzen im elektrischen Feld auf 
Filterpapier untersucht (BuRcIK u. BrEuTMANN 1957). 

Dazu wurde die von GRASSMANN u. Mitarb. (1950, 1951, 1952) entwickelte Elek- 
trophoresekammer und Filterpapier Nr. 2043a von Schl. u. Sch. (4 em/40 cm) 
verwendet. Die Lokalisierung der HP auf den Pherogrammen gelang nach der von 
ByORNuSIO (1955) angegebenen Methodik zur Farbung von proteingebundenen 
Serumpolysacchariden. Damit lieBen sich y-Mengen der HP auf Filterpapier nach- 
weisen. Bei den Elektrophoreseversuchen wurde eine Klemmenspannung von 
110 Volt angelegt, wobei im Streifen ein Strom von etwa 1 Milliamp. flo8. Die beiden 
Polysaccharide wurden als 1-proz. waBrige Lésungen in 1 cm langen Linien mit einem 
Abstand von 1 cm nebeneinander aufgetragen (0,001—0,002 cm? entspr. 10—20 y). 

In -Pufferlésungen von px 2,5 (Citrat-HCl), pu 4,5 (Citrat-HCl), 
px 7,0 (Phosphat) und px 8,5 (Veronal-Acetat) zeigten die HP keine 
Wanderung. Lediglich durch elektroosmotische Str6mung wurden die 
aufgetragenen Substanzen ein kleines Stiick zur Kathode hin ver- 
schoben, was mit nichtgeladenen Indicatorsubstanzen (Dextran, Glu- 
cose) leicht kontrolliert werden konnte. Wurde dagegen Boratpuffer 
(nach SGRENSEN u. CLARK) verwendet, wanderten beide Polysaccharide 
anodisch. Bei px 8,6 und px 9,2 nach einer Laufzeit von 18—20 Std 
lieBen sich deutliche Unterschiede in den Wanderungsgeschwindigkeiten 
feststellen. Das HP aus NE Sy bewegte sich schneller als das aus NE 3. 
Kine Aufspaltung in Komponenten wurde in keinem Fall beobachtet. 

Die Beweglichkeit der beiden Hefenmannane im elektrischen Feld bei 
Anwendung von Boratpuffern ist folgendermafen erklarbar: Ebenso wie 
niedermolekulare mehrwertige Alkohole bilden auch hochmolekulare 
Polyoxyverbindungen mit Borax Komplexe (DEuEL u. Mitarb. 1948; 
Dervet u. Neukom 1949). Die Entstehung von Borat-Komplexen der 
HP aus NE 3 und NE 5y lat sich durch Versetzen 5-proz. Lésungen 
der Polysaccharide mit wenig gesiittigter Boraxlésung als Gelbildung 
makroskopisch deutlich erkennen. Nach DruEL u. NeuKkom (1949) 
darf dann mit groBer Wahrscheinlichkeit angenommen werden, daf im 
Makromolekiil benachbarte cis-stiindige Hydroxylgruppen vorhanden 
sind, die man sich mit ebensolehen Gruppen eines weiteren Ketten- 
molekiils zu sogenannten Didiol-Komplexen verkniipft denkt. Dadurch 
erhalten die neutralen Polysaccharide polare Gruppen, die ihnen ebenso 
wie bei den Monosacchariden die Teilnahme an der Stromleitung erst 
erméglichen. Es sei hier erwihnt, da offenbar auch Polysaccharide, 
die nur trans-vicinale Hydroxylgruppen besitzen, mit Borat reagieren 
und dann an der Elektrophorese teiInehmen kénnen (vgl. Zrrrue 1951; 
Norrucore 1954). 
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Unterschiede in den Wanderungsgeschwindigkeiten, die bei Mono- 
sacchariden vom Umfang der Komplexbildung mit Borat abhangen 
(BOESEKEN 1949) und somit durch die sterische Konfiguration der Ver- 
bindungen gegeben sind (vgl. WunpERLY 1954), lassen sich auch bei 
neutralen Polysacchariden beobachten, wie NorTHCOTE (1954) berichtete. 
Er fand in der Tiselius-Apparatur u. a. verschiedene Beweglichkeiten 
fiir Mannan aus Bickerhefe (Spharokolloid) und Steinnu®8mannan 
(Linearkolloid). Bei den eigenen Versuchen mittels Papierelektro- 
phorese lieBen sich nun Unterschiede in den Wanderungsgeschwindig- 
keiten von Mannanen feststellen, die aus verschiedenen Hefearten 
isoliert worden waren, also vermutlich dem gleichen Strukturtyp an- 
gehoren. 


10. Beobachtungen zur Frage des serologischen Verhaltens 
von Hefeeiweipstoffen 


Ob und in welchem AusmaB bei serologischen Reaktionen mit Hefen bzw. Hefe- 
extrakten Antigene von Protein- oder Polypeptidcharakter eine Rolle spielen, wurde 
bis jetzt kaum untersucht (vgl. NickmRson 1947; Scutirze 1902, Batis 1925). 
Orientierende eigene Pracipitationsversuche an Candida- und Torulopsis-Antiseren 
mit hohen Verdiinnungen einer ,,stark Biuret positiven‘‘ Fraktion aus Autoklaven- 
extrakten von Cand. reukaufii und Tor. famata sowie mit mehreren eiweibartigen 
Komponenten, die durch Filterpapier-Elektrophorese aus Autoklavenextrakten und 
Hefeausziigen nach Neupere u. Lustia (1942) abgetrennt worden waren, lieBen er- 
kennen, daB an den serologischen Reaktionen der hier niher untersuchten Hefen 
bzw. Hefeextrakten neben Polysacchariden auch proteinartige Stoffe beteiligt sind. 

Ein weiterer Ausbau der elektrophoretischen Studien in Verbindung mit serolo- 
gischen Reaktionen ware meines Erachtens geeignet, mehr Licht in dieses Problem 


zu bringen. 


Zusammenfassung 


Die Gewinnung agglutinierender und pracipitierender Hefeantiseren 
gelang nach einer in der bakteriologischen Diagnostik haufig verwen- 
deten Technik: Immunisierung von Kaninchen durch 5 bis 6 intravenose 
Injektionen mit steigender Antigendosis im Abstand von 5 Tagen. 
Um nach diesem Schema Seren gegen Cryptococcus-Zellen zu gewinnen, 
muBten diese zuvor einer milden Sa&iurebehandlung unterzogen werden. 

Zur Ausfiihrung von Agglutinationsreaktionen bewdhrte sich im 
wesentlichen ebenfalls eine in der Bakteriologie tbliche Versuchs- 
anordnung: Titerbestimmung durch ansteigende Serumverdtinnung 
bei konstanter, optimaler Antigenverdiinnung. 

Pracipitinreaktionen wurden mit Autoklavenextrakten durchgefiihrt, 
die sich in Vorversuchen als besonders geeignet erwiesen hatten. Die 
Ermittlung der ,,Zone optimaler Pracipitation’ war wesentlich zu Er- 
zielung spezifischer Reaktionen. 
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Zur Gewinnung spezifischer Substanzen (Polysaccharide) aus Hefen 
wurde das Verfahren von GastorowskI u. MrkuLaszek modifiziert: 
Erhitzen der waiGBrigen Hefesuspension im Autoklaven, Entfernen der 
KiweiSstoffe durch tryptische Verdauung und mit Hilfe der Sevagschen 
Methode, Reinigen der mit Alkohol fallbaren Substanz durch Umfallen — 
und Dialyse. 

Bei vergleichenden serologischen und chemischen Untersuchungen 
an Candida reukaufii (NE 3), zwei Stimmen von Torulopsis famata 
(NE 3kl, NE 5y) sowie an Cryptococcus diffluens (NE 3/3) wurde fol- 
gendes festgestellt: 

1. NE 3, NE 5y (NE 3kl) und NE 3/3 waren durch Agglutinations- 
und Pracipitationsversuche mit Kaninchenimmunseren trotz aus- 
gepragter Uberkreuzreaktionen eindeutig zu differenzieren. 

2. Nach Absorption der iiberkreuzreagierenden Antikérper wurden 
absolut spezifische Ergebnisse erzielt. 

3. Die aus NE 3 und NE 5y (NE 3kl) isolierten wasserléslichen Poly- 
saccharide gaben Uberkreuzreaktionen mit Anti-NE 5y- bzw. Anti- 
NE 3-Seren. Die beiden Kohlenhydrate lieferten identische Hydrolysen- 
produkte, némlich Mannose und Spuren von Glucose, waren aber auf 
Grund verschiedener Wanderungsgeschwindigkeiten auf Filterpapier 
im elektrischen Feld zu unterscheiden. Die Uberkreuzreaktionen sind 
wahrscheinlich auf strukturelle Ahnlichkeiten der beiden Mannane 
zuriickzufiihren. 

4. Kin aus NE 3/3 gewonnenes Polysaccharid reagierte nicht mit den 
heterologen Seren und war auch chemisch von den Polysacchariden aus 
NE3 und NE 5y (NE 3kl) verschieden. Im Hydrolysat lieBen sich 
Xylose, Mannose, Glucose und Glucuronsiure papierchromatographisch 
nachweisen. 

5. NE dy und NE 3kl erwiesen sich in serologischen und chemischen 
Versuchen als identische Organismen. 


Meinen hochverehrten Lehrern Herrn Prof. Dr. H. Kiutwern und Herrn Dozent 
Dr. EK. Burcrk méchte ich an dieser Stelle fiir die Ubertragung und die wohl- 
wollende Férderung der Arbeit herzlich danken. 
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Untersuchungen zur Physiologie insektentétender Pilze 


Von 
JOHANN HUBER 


(Hingegangen am 28. November 1957) 


In Arbeiten tiber insektentétende Pilze sind die Stoffwechseleigenarten 
bisher wenig beriicksichtigt worden (vgl. SacHTLEBEN 1941). Notwendige 
Studien tiber das Wirtsspektrum solcher Parasiten waren AnlaB, Versuche 
auf definierten kiinstlichen Substraten anzustellen, wobei vor allem die 
enzymatischen Leistungen, wie das Vermégen zur Fett-, Glykogen- und 
HiweiBspaltung, sowie Fahigkeiten zur Ausnutzung verschiedener C- und 
N- Quellen und die Abhangigkeit von der cH*+ beobachtet wurden. 

Im Fermentstoffwechsel insektenparasitirer Pilze spielt die Chitinase 
eine besondere Rolle. BENECKE (1905), BUCHERER (1935) und STEINER 
(1951) haben chitinzerst6rende Bakterien bearbeitet. Beziiglich chitin- 
abbauender Pilze ist in der Literatur tiber Beobachtungen an lebenden 
Insekten berichtet worden (DE Bary 1867, 1869 u. 1884, MrrscHnt- 
KOFF 1880, BrunsrpE 1930, Notrnt u. Matuuermn 1944; LErEBVRE 
1943). Untersuchungen tiber Chitinasewirkungen der Pilze auf kiinst- 
lichen Substraten sind nicht bekannt. Ich habe deshalb folgende Fragen 
zu beantworten versucht: 1. Sind insektentotende Pilze auch zur 
Chitinzersetzung befahigt, wenn ihnen dieser Stoff ohne Wirtsinsekt 
geboten wird? 2. Wie losen insektentotende Pilze tierisches Chitin auf, 
ohne ihre eigenen chitinhaltigen Zellwande anzugreifen ? 


Fettversuche 


Insektentétende Pilze zerstéren im befallenen Wirt bevorzugt das 
Fettgewebe (DE Bary 1867, SruTzER u. Wsorow 1927, DreuzErpe 1926, 
LEFEBVRE 1943). 

Feststellungen, ob Mikroben Fette in Nahrbéden verwerten kénnen, sind 
wiederholt gemacht worden (Scumipr 1891, SPreCKERMANN u. Bremer 1902, 
SéuncEN 1913, Zrxus 1926, Horowrrz-Wiassowa u. Livscnirz 1935, SCHWEIZER 
1948, Lempker, BEUERMANN u. KAUFMANN 1953). 

In einem Vorversuch hatte ich festgestellt, daB Metarrhiziwm aniso- 
pliae, Cordyceps militaris, Beaweria bassiana und Aspergillus flavus 
auf einem Fettagar! sehr gut wuchsen. Pericystis apis entwickelte 


1 Zusammensetzung: 1,5 g NH,NO,; 0,5 g KH,PO,; 0,25 g MgSO,; 0,25 g KCI; 
3% ausgefaulter Agar; 5% Rindertalg/Liter Leitungswasser. 
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sich dagegen auf dem gleichen fettreichen Nahrboden wesentlich 
schwicher. In den weiteren Versuchen beobachtete ich die lipolytische 
Wirkung, die Steigerung des Gehalts an freien Saéuren im Substrat, 
deren Zunahme man als direkten Beweis einer fermentativen Spaltung 
der Glyceride ansehen kann. 


Dabei waren Verluste von Fettsiuren zu beriicksichtigen, die infolge Verseifung 
im Nahrmedium eintreten kénnen. Der Nachweis der lipolytischen Fahigkeit 
wurde mit einer Nahrlésung in 2 cH+-Bereichen gefiihrt, die als einzige Kohlenstoff- 
quelle Sojadl enthielt. Die Zusammensetzung der Nahrlésung war: 1,0 g NH,NO,; 
0,25 g K,HPO,; 0,125 g MgSO,; 0,125 g KCl/Liter Aqua dest. 

Je 100ml dieser Nahrlésung und 10 ml Sojaél wurden in Fernbachkolben 
gefiillt und 10 min bei 120° C sterilisiert. Nachher war die cH* px 5,4 bzw. pu 6,7. 
Die Olschicht bedeckte nicht vollstandig die Fliissigkeitsoberflache, was notwendig 
war. 

Nach 4 Wochen konnten die Kulturfliissigkeiten mit Ather extrahiert und der 
Ather anschlieBend abgedampft werden. Im verbliebenen 6l- und fettséurehaltigen 
Riickstand wurde der Gehalt an freien Saiuren ermittelt. Die Analysen und Be- 
rechnungen erfolgten nach den Angaben von KAauFMANN (1932). 


Uber die Ergebnisse dieser Versuche berichtet Tab. 1. 


Tabelle 1. Fettabbau: Ermittlung der Séurezahl (SZ) in einer Nahrlésung mit Sojaél 
nach 4 Wochen Kulturdauer 


Konsist. d. Konsist. d. 
SZ* extrahierten SZ? extrahierten 
Riickstandes Riickstandes 
Metarrhizium 
anisopliae 20,8 fliissig 50,4 halbfliissig 
Cordyceps militaris 22,4 fliissig 12,1 fliissig 
Beawveria bassiana 31,8 fliissig 37,6 fliissig 
Aspergillus flavus 166,5 halbfliissig 210,9 kristallin 
mitbebriitete un- 
beimpfte Kontrolle 1,06 fliissig 1,02 fliissig 


1 cGH*+ der Nahrlésung war zu Beginn der Versuche pq 5,4. 
2 cH+ der Nahrlésung war zu Beginn der Versuche py 6,7. 


Nach Forre u. Norp 1950, RAMAKRISHNAN u. BANERJER 1951 und 
RiprEL-BALpEs 1952 liegt die optimale cH*+ der Lipasen in der Nahe von 
po 7. Bamann u. Myrpackx 1941 fanden dagegen cH+-Optima der 
Lipasen in einem gréferen Bereich zwischen saurer und alkalischer 
Reaktion. Hier in den Versuchen waren neben dem Schwanken der 
lipolytischen Fihigkeit als Artcharaktere der Pilze auch die cHt+- 
Lipaseoptima nicht einheitlich. Metarrhizium an., Beauveria ba. und 
Aspergillus fl. erzielten bei einer anfinglichen cH+ von py 6,7 eine 
bessere Fettspaltung als im ersten Versuch mit einer cH+ von pq 5,4. 
Bei Cordyceps mil. war dagegen bei verminderter cH+ ein Riickgang der 
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lipolytischen Wirkung festzustellen. Fettspaltungsversuche mit Peri- 
. cystis ap. waren ergebnislos, da das Nahrmedium fiir das Wachstum des 
Pilzes ungeeignet war. 

Nachdem die lipolytische Wirkung ermittelt worden war, wurde 
festgestellt, welches der beiden Spaltprodukte, das Glycerin oder die 
freie Fettsaure, die C-Quelle der Pilze ist, ob die Fettsdiure oder das 
Glycerin als Rest in der Nahrlésung angereichert wird. Hierzu wurde die 
oben beschriebene Kulturfliissigkeit benutzt, die nach einer 4wéchigen 
Kulturdauer aufgearbeitet werden konnte. 

Die Filtrate der Kontrollen sowie die von Metarrhizium an., Cordyceps 
mil. und Beauveria ba. lieBen sich restlos bis zur Trockne eindampfen, 
wobei geringe Mengen an Salzkristallen zuriickblieben. Daraus konnte 
geschlossen werden, daf es in den Kulturlosungen der genannten Pilze 
nicht zu einer Anhaufung von freiem Glycerin gekommen war. Bei 
Aspergillus fl. blieb dagegen neben einer beachtlichen Menge gelb 
gefarbter Kristalle noch eine geringe Restfliissigkeit tibrig, die auf das 
Vorhandensein von Glycerin hindeutete. 

Die Acroleinprobe war in Ubereinstimmung mit den genannten 
Befunden bei Metarrhiziwm an., Cordyceps mil., Beauveria ba. sowie der 
Kontrollésung negativ und bei Aspergillus fl. schwach positiv. 

Die Versuche haben bewiesen, daB es zu keiner oder nur bei Aspergillus 
fl. zu einer geringen Anhaufung von Glycerin kommt. Hs ist deshalb anzu- 
nehmen, daB alle 4 Pilze das Glycerin bevorzugt als C- Quelle benutzen. 

In anschlieBenden Versuchen (Tab. 2) wurde festgestellt, daB die Pilze 
das reine Glycerin besser als das Neutralfett Soja6l und die Stearinsdure 
(nach WIESNER 1927, bis zu 4,4% in dem Sojaél enthalten) ausniitzen. 
Nur Aspergillus fl. verhielt sich etwas abweichend. 


Tabelle 2. Lrmittlung der Wachstumsleistungen der Pilze 
++++ bestes Wachstum 


Wachstum in Kulturlésung mit 


Pilzarten Feststellung nach 8 Tagen Feststellung nach 21 Tagen 
Glycerin — Sojadél |— Stearinsr.] + Glycerin| — Sojaél |— Stearinsr, 

Metarrh. anisopl.| +++ ++ + +++ +++ tt 
Cordyceps 

militaris ++++ +++ +++ as nae 
Beauveria 

bassiana ++4++ | + ++++ iy ees ae 
Aspergillus flavus} ++ dak eae ees ae decte apa aE te +++ 


Die hierzu notwendigen Versuche wurden in Erlenmeyerkolben (100 ml) 
angesetzt, denen neben 25 ml Nahrlésung (Zusammensetzung siehe oben) entweder 
1 g Glycerin, 1 g Sojaél oder 1 g Stearinsaure hinzugefiigt waren. 
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Pericystis ap., der in der Tab. 2 nicht mit angefiihrt ist, lieferte keine 
vergleichbaren Ergebnisse, da der Pilz in allen verwendeten Nahrlésungen 
nur duBerst schlecht wuchs. 


Glykogenversuche 


Insekten speichern Glykogen im Fettkérper (KtHN 1946). In der 
Literatur wurde vereinzelt auf die Glykogenasewirkung einiger Pilze 
hingewiesen (Hetnze 1904, Satmna u. BLAKESLEE 1928, BAMANN u. 
Myrpack 1941). Meine Untersuchungen gingen von der Frage aus, ob die 
insektentétenden Pilze zu einem Glykogenabbau befahigt sind. 


Der Abbau des Glykogens in der Kulturfliissigkeit wurde mit einem Triibungs- 
messer ermittelt. Nach Rona u. Ewryk (1924) ist der Triibungsgrad einer glykogen- 
haltigen Losung ihrer Konzentration streng proportional. Die benutzte Nahrlésung 
setzte sich wie folgt zusammen: 1,0 g NH,NO,; 0,25 ¢ K,HPO,; 0,125 g MgSO,; 
0,125 g KCl; 5,0 g Glykogen/11 dest. Wasser. Die Anzucht der Pilze erfolgte in 
100 ml Erlenmeyerkolben. Nach dem Sterilisieren und Beimpfen wurden die 
Kulturen bei 23° C in einem dunklen Raum aufgestellt. Die cH* war px 5,4. Da 
sich das kolloidal geléste Glykogen in den beimpften GefafSen abzusetzen begann, 
muBten diese mehrere Male am Tage umgeschiittelt werden. Es war vornehmlich bei 
Metarrhizium an. notwendig, weil sich hier die ausgekeimten Sporen mit dem 
sedimentierten Glykogen derart am Boden festsetzten, daB bei langerem Stehen 
ein Abschiitteln nicht mehr méglich war und demzufolge die Brauchbarkeit der 
Nahrlésung fiir nephelometrische Messungen angezweifelt werden muBte. 

Die Versuche sind jeweils fiir alle Pilze in 5 Parallelen angesetzt und 4mal 
wiederholt worden. Zu jedem Versuch gehérten je 2 GefiBe mit Kontrollésung, 
deren Inhalt die gleiche Zusammensetzung an Salzen und Glykogen hatte. Ver- 
anderungen der cH*+ bis in Neutralpunktnahe beeinfluBten die oben beschriebenen 
Ergebnisse kaum. 

Die Pilze wuchsen in der glykogenhaltigen Nahrlésung submers. 
Metarrhizium an. hatte das starkste Wachstum. Nach 10—14 Tagen 
war die Nahrlésung des Pilzes fast wasserklar geworden. Die Kulturen 
mit Cordyceps mil. Beauveria ba., Aspergillus fl. und Pericystis ap. ent- 
wickelten sich schwacher. Nach Ablauf von 4 Wochen war in den 
Kulturlésungen der letztgenannten Pilze noch annihernd der gleiche 
Triibungsgrad wie vor dem Impfen oder wie in den mitbebriiteten 
nichtbeimpften Kontrollen festzustellen. 

Die Triibungsmessungen ergaben, da von den Versuchspilzen nur 
Metarrhizium an. in deutlichen Mengen Glykogen abbauen kann. 


Versuche mit Eiwei8, Harnstoff und Asparagin 
Es war zu vermuten, da® die insektenparasitierenden Pilze zur 
Proteolyse des Kiweifes ihres Substrates und dort auch zur Spaltung 
N-haltiger Verbindungen befihigt sind. In der Literatur findet man 
hieriiber nur spirliche Angaben (BRUNSIDE 1930, LreBerrav 1955). Hier 
in den Versuchen hatte am 2.—4. Tage nach der Beimpfung von Gelatine- 
nihrbéden nur Aspergillus fl. das Substrat verfliissigt. 
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In einem weiteren Versuch wurde die Fahigkeit der Pilze zum Casein- 
abbau ermittelt (Milchagar nach HattMann 1953). Nach Janke (1946) 
geht die Gelatineverfliissigung dem Caseinabbau nicht immer parallel. 
Bereits nach 2—3 Tagen hatten die erst undurchsichtigen Nahrbéden der 
Aspergillus fl.- und Beawveria ba.-Kulturen in den Wachstumsbereichen 
der Pilze Aufhellungszonen. Auf dem mit Beawveria ba.beimpften Nahr- 
boden war die Aufhellungszone dem Wachstumsbereich des Mycels 
vorausgeeilt, so daB ein deutlich heller Hof in der unmittelbaren Um- 
gebung des Pilzes zu sehen war. Die Kultur von Aspergillus fl. hatte nur 
unter der Kolonie eine deutliche Aufhellung. Die gleichen Erscheinungen 
traten nach 5tagiger Kulturdauer auch bei Cordyceps mil. auf. Bei 
Metarrhizium an. war nur eine schwache Aufhellungszone auf dem Agar 
zu sehen, die sich nach einem Betupfen mit HCl wieder triibte, was bei 
den Aufhellungszonen der anderen Pilzkulturen nicht der Fall war. 
Pericystis ap. zeigte neben einem guten Wachstum auf Milchagar keine 
Besonderheiten. 

Den Versuchen mit Milchagar darf keine iibertriebene Bedeutung 
beigemessen werden. Horowitz-WiLAssowa u. Livscuitz (1935) wiesen 
darauf hin, daf die Aufhellung des Agars und die peptonisierende 
Wirkung der Mikroorganismen quantitativ keine Parallelen sind. HaLi- 
MANN (1953, 8.115) machte ebenfalls auf solche Unsicherheiten auf- 
merksam. Ein gewisser Wert der Versuchsergebnisse ergibt sich aber 
schon aus dem unterschiedlichen qualitativen Verhalten der Pilze. 

Zur Frage nach der Spaltung von Harnstoff und Asparagin wurden 
folgende Versuche unternommen: 

Um das Verhalten der Pilze gegeniiber Harnstoff zu untersuchen, wurde eine 
Nahrlésung mit 500 mg K,HPO,, 250 mg MgSO,, 250 mg KCl und 1% Glucose/l 


dest. Wasser bereitet. 
Das Keimfreimachen der Harnstofflésung erfolgte wegen ihrer Hitzeempfind- 


lichkeit mittels eines Bakterienfilters. Die filtrierte harnstoffhaltige Losung ist der 
hitzesterilisierten Grundlésung so zugesetzt worden, dais die Nahrlosung insgesamt 


1% Harnstoff enthielt. 
Da die Alkalisierung des Nahrmediums beachtet werden muBte, setzte ich als 


Indicator zu einem Liter der oben beschriebenen sterilen und harnstoffhaltigen 
Nahrlésung 2 ml Neutralrot (0,1% in 70% Alkohol) hinzu. Die rot gefarbten 
fertigen Nahrlésungen wurden in Erlenmeyer-Kolben nach der Beimpfung bei 25° C 


bebriitet. 


Nach 14 Tagen stellte sich folgendes heraus. 

Nur Cordyceps mil., Beawveria ba. und Aspergillus fl. waren urease- 
positiv. In den mit Metarrhizium an. beimpften Nahrlésungen lieB sich 
kein Ammoniak nachweisen. Dennoch mu angenommen werden, dak 
dieser Pilz, seinem Wachstum nach zu urteilen, geringe Stickstoffmengen 
entweder in der Nahrlésung vorfand oder dieselben durch eine duBerst 
schwache Enzymtitigkeit verwerten konnte. 
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Zum Nachweis der Asparaginase wurde die gleiche Nahrlésung 
benutzt, die aber statt Harnstoff 1°% t-Asparagin enthielt. Die Anzucht- 
bedingungen waren die gleichen. Weil das Asparaginmolekil durch 
Lésung einer oder beider N-Bindungen abgebaut werden kann, was sich 
in der Freisetzung des Ammoniaks anzeigt, wurde letzteres qualitativ 
erfaBt. 

Das verstirkte Auftreten des Ammoniaks in den Kulturen von 
Cordyceps mil., Beauveria ba. und Aspergillus fl. zeigte an, daB diese 
Pilze beide N-Bindungen des Asparaginmolekiils trennen konnten. 
Metarrhizium an. spaltete aber nur die Amid-Gruppe ab, so daB es 
infolge der iibriggebliebenen Asparaginsdéure zu einer Versiuerung des 
Substrates kam. Eine Ansammlung von Asparaginséure konnte im 
Kulturfiltrat auch papierchromatographisch nachgewiesen werden. 

Uber Pericystis ap. kénnen beziiglich der Desaminierung des Asparagins 
keine Angaben gemacht werden, da dieser Pilz in der genannten Nahr- 
l6sung nicht wuchs. 


Versuche mit verschiedenen N- und C-Quellen 


Die Ausnutzung der einzelnen N- und C-Quellen durch die Pilze wurde durch 
die Wagung der gewachsenen Mycelien ermittelt. Vom N- und C-Gehalt abgesehen, 
entsprach die benutzte Nahrfliissigkeit einer CzapEK-Dox-Lésung, die auf 25% des 
Salzgehaltes verdiinnt worden war. Nach dem Beimpfen wurden die KulturgefaBe 
bei 23°C in einen temperaturkonstanten Raum gestellt. Die Trockengewichts- 
bestimmung der Mycelien erfolgte nach 14tagiger Kulturdauer mit Bodenstein- 
filtern. 


Bei den Versuchen mit verschiedenen Stickstoffquellen interessierte 
die Frage, ob organische und anorganische Stickstoffverbindungen in 
gleichem Mafe der Entwicklung der Pilze dienlich waren. 

Der variierten CzapnK-Dox-Lésung wurden in den verschiedenen Versuchs- 
fraktionen folgende N-haltige Verbindungen hinzugesetzt: 1. NH,NO,; 2. NaNO,; 
3. (NH,),S0,; 4. Asparagin; 5. Methionin; 6. Pepton 5 g/l. Die Konzentrationen der 
unter 1.—5. genannten Substanzen waren 0,1 normal bzw. molar. 

Mit diesen Versuchen wurde im wesentlichen festgestellt, daB& die 


5 hier behandelten Pilze betreffs ihres N-Bedarfs 2 extrem verschiedene 
Gruppen sind : 


a) Metarrhizium an., Cordyceps mil., Beauveria ba, und Aspergillus fl. 
wuchsen zwar etwas unterschiedlich auf den verschiedenen stickstoft- 
haltigen Nahrmedien, wobei aber keine grundsitzlichen Unterschiede 
beztiglich der Ausnutzung der anorganischen oder organischen N-Ver- 
bindungen zu finden waren. 


b) Pericystis ap. verlangte dagegen recht komplizierte organische 
Stickstoffverbindungen. Mit anorganischen oder einfachen organischen 
stickstoffhaltigen Verbindungen und mit einer Anzahl von Aminosauren 
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sowie in peptonhaltigen Lésungen kam der Pilz zu keiner nennenswerten 
Entwicklung. 

Der Unterschied der Wachstumsleistungen zwischen den 4 erstgenann- 
ten Pilzen und Pericystis ap. war derart iiberzeugend, daB von einer 
Mycelgewichtsbestimmung Abstand genommen werden konnte. 

Die unter a) genannte Gruppe entwickelte sich auf NaNO, und 
NH,NO, durchweg besser als auf (NH,),SO,, wo nach Ablauf einer 
Kulturdauer von 14 Tagen eine starke Versdiuerung der Nahrlosung 
eingetreten war. In den Kulturfliissigkeiten mit organischen Stickstoff- 
gaben, némlich Asparagin, Methionin und Pepton, war das Wachstum 
der verschiedenen Pilzarten ebenfalls nicht einheitlich aber im all- 
gemeinen so, da man es als sehr gut bis gut bezeichnen konnte. 

Pericystis ap. hat ein ausgesprochen spezialisiertes Stickstoff bediirfnis, 
was offenbar mit seiner eingeengten Wirtsspezifitat zusammenhingt. 
Anorganischer Stickstoff bietet diesem Pilz unter kiinstlichen Bedin- 
gungen keine Entwicklungsméglichkeit. Arginin, Glutaminsaéure, Me- 
thionin, Isoleucin, Alanin und Valin in Konzentrationen von 0,5—0,1% 
sowie Pepton (5 g/l) konnten jeweils bei obengenannter Zusammen- 
setzung der Nahrlosung ebenfalls keine Wachstumsforderung bewirken. 
Sehr gutes Wachstum dieses Pilzes kam dagegen in folgenden Nahr- 
losungen zustande: 1. Nahrlodsung wie oben angegeben mit 1 g Asparagin 
und 5¢g Hefeextrakt (Bramsch, Dresden) je Liter, 2. auf keimfreier 
Magermilch. Ahnliche Erfahrungen machte McLeop 1955. Er sprach 
auch die Vermutung aus, daB insektentotende Pilze, die einen einfachen 
Stickstoffbedarf haben, eine Vielzahl von Insekten befallen k6nnen, 
wahrend Pilze, die komplizierte organische N-Verbindungen bendtigen, 
auf besondere Wirtsarten spezialisiert sind. 

Den Versuchen mit verschiedenen Kohlenstoffverbindungen lagen 
folgende Uberlegungen zugrunde: 1. Welche Kohlenhydrate werden von 
den Pilzen am besten ausgenutzt? 2. Welche Enzyme in bezug auf 
C- Quellen haben die einzelnen Pilze? 3. Lassen sich aus der Beantwortung 
dieser Fragen ,,Spezifitatsmerkmale“ ableiten? 

Es wurden im wesentlichen die oben genannte Nahrlésung, zuziiglich 1 g NH,NO,, 
beibehalten. Die zusatzlichen zucker- und sonstigen C-haltigen Substanzen (vgl. 
Tab. 3) sind jeweils in einer Konzentration von 1% verabreicht worden. 

In den folgenden Darstellungen sind die Mycelgewichte von 3 Pilz- 
arten als Kennziffern der Wachstumsleistungen auf verschiedenen 
C- Quellen unter sonst gleichen Bedingungen angegeben. 

C-Quellenversuche mit Aspergillus fl. wurden nicht angestellt, da 
hieriiber bereits eine Arbeit von Knapp (1927) vorlag. Betreffs ahnlicher 
Untersuchungen mit Pericystis ap. sei auf eine Abhandlung von Mav- 
ricto (1935) verwiesen, der den Pilz in einer Spezialndhrlosung mit 


Asparagin und Hefeextrakt kultivierte. 
18* 
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Meine Versuche haben gezeigt, daB die 3 Pilze die gebotenen Zucker 
und andere C-haltige Verbindungen ausnutzen kénnen. Es muf aber auch 
gleichzeitig festgestellt werden, daB verschiedene Pilze auf gleichem 
Zucker nicht gleiche Wachstumsleistungen erreichen. 


Tabelle 3. Mycelgewichte von 3 Pilzarten als Kennziffern der Wachstumsleistungen 
in verschiedenen C-haltigen Ndhrlésungen 


Pilzarten 


C-haltige Verbindungen Metarrhizium | Cordyceps | Beauveria 
der Nahrlésungen anisopliae militaris bassiana 
mg mg mg 
Maltese <a. apie eee? 120 154 60 
DACCHALOSG = eae) een ae 105 105 90 
Dextrine oss aol eee 95 69 59 
D-Galaktose ..... 95 70 vel 
Gilucosé Suche ees ee 87 110 56 
iO VALLORS Fen. ce cae ces 83 115 90 
Starken see cet as eek. 63 55 57 
Gly cerints secre re 62 100 68 
d(—)Mannit. ..... 30 183 58 
ArabiInos6 si) jgsacmien ten te 21 30 57 
Milechzucker. ..... 10 15 9 
Kontrolle ohne C- Quelle — — — 


Die oben dargestellten C-Quellenversuche geben unter anderem auch 
tiber die enzymatischen Leistungen der Pilze AufschluB. Nach Knapp 
(1927) soll zwischen Wachstum und Enzymtatigkeit eine Beziehung sein, 
was aber beziiglich des Kohlenhydrates nicht der Fall zu sein braucht, 
wenn Monosaccharide geboten werden, weil diese direkt verbraucht 
werden. Malzzucker, Rohrzucker und Milchzucker miissen dagegen 
vorher zerlegt werden. Das sehr gute bis gute Wachstum der Pilze auf 
Maltose und Saccharose gibt den AnlaB zu der Annahme, dai Metarrhi- 
zium an., Cordyceps mil. und Beawveria ba. zar Spaltung der Disaccharide 
befaihigt sind. Anders scheint es jedoch mit der Milchzuckerspaltung 
bestellt zu sein, denn bei allen 3 Pilzen war das Wachstum auf Lactose 
schlecht. Dagegen bewirkten die Spaltprodukte der Lactose, wenn sie den 
Pilzen allein in der iiblichen Nahrlésung geboten wurden, ein gutes 
Wachstum, was als eine Bestiitigung des Fehlens der Lactase gewertet 
werden darf. 

Die Polysaccharide miissen ebenfalls erst auf enzymatischem Wege in 
Monosaccharide iiberfiihrt werden. Kine Amylase-Wirkung zur Spaltung 
der léslichen Starke war nachweislich bei allen Pilzen, jedoch mit unter- 
schiedlichen Wirkungen vorhanden. In dextrinhaltiger Nahrlésung war 
das Wachstum besser als auf Kulturfliissigkeiten mit Starke. 
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Im folgenden soll nun der amylolytische Abbau der Starke mit 
2 orientierenden Versuchen bewiesen werden, die jedoch das Problem 
experimentell keineswegs erschépfen. 

Es wurden: a) ein Starkeagar folgender Zusammensetzung: 10 g lésliche Starke 
(Schering/Berlin); 5 g Malzextrakt (Liebe/Dresden); 1 ¢ NH,NO,; 0,5 g K,HPO,; 
0,5 g MgSO,; 0,5 g KCI; 30 g Agar/l Leitungswasser. — b) eine starkehaltige Nahr- 
lésung wie oben zum Erkennen des Abbaues benutzt. 

Nach einer 5—10tagigen Wachstumsdauer konnten die Kulturen auf ihrem 
Substrat mit Lugolscher Lésung itbergossen werden. Dabei stellte sich heraus, daB 
die Pilze mit unterschiedlicher Intensitaét zum Starkeabbau befaihigt waren. 

Fir einen zweiten Versuch wurde die Nahrlésung mit 1% léslicher Starke be- 
nutzt und der Abbau des Polysaccharids mittels Jodlésung beobachtet, was folgende 
Ergebnisse hatte. 


In Ubereinstimmung mit den Befunden von Knapp (1927) farbte sich 
die mit Aspergillus fl. beimpfte Nahrlésung nach einer Kulturdauer von 
24 Tagen bei Zugabe von Lugolscher Lésung nicht mehr. Auch das 
Kulturfiltrat von Beauveria ba. blieb nach der gleichen Inkubationszeit 
des Pilzes — mit Jodlésung versetzt — ungefarbt. Die Kulturfliissig- 
keiten von Metarrhizium an. und Cordyceps mil. zeigten jedoch bei 
gleicher Behandlung noch eine intensive Blau- bis Blau-rot-Farbung. 

Aspergillus fl. und Beawveria ba. sind also zu ausgesprochen starken 
Amylasewirkungen fahig. Bei den 2 anderen Pilzen trat dies viel schwacher 
in Erscheinung. 


Zusammenfassend kann gesagt werden, da die Fahigkeit zur Aus- 
nutzung verschiedener C-Quellen fiir die Erklarung der Wirtsspezifitat 
der Pilze nicht in Frage kommt. Wichtiger erscheint in diesem Zusam- 
menhang die stirkere oder schwachere Amylasewirkung. 


Versuche tiber den EinfluB der cH* 


Es war die Frage zu beantworten, ob meine Versuchspilze in phy- 
siologischen Schwankungsbereichen der cH* gleiche Entwicklungs- 
méglichkeiten finden. Dabei kam es nicht auf die Ermittlung der Wachs- 
-tumsoptima an; es ging vielmehr um die Feststellung der Wachstums- 
begrenzung, sowohl in der stark sauren als auch in der extrem alkalischen 


Richtung. 

Hierfiir muBte ein Kartoffelagar nach JANKE (1946) bereitet werden, der mit 
HCl bzw. KOH unter Benutzung von ,,Indical‘‘-Papierindicator auf die jeweils 
gewitnschte cH* eingestellt wurde. Von px 2 beginnend sind Stufen bis px 8,5 an- 
gesetzt worden. Die Nahrlésung wurde auf px 10,0 eingestellt. Der Pilz ist aber 
zweifellos bei px 8,5 gewachsen, denn alle Nahrlésungen, die auf cH+-Werte iiber 
pu 8,5 eingestellt werden, verandern sich in kurzer Zeit unter dem CO,-Druck der 
Luft auf die cH+ der Carbonat-Bicarbonat-Puffersysteme, die um px 8,5 gegeben ist. 

Die Anzucht der Pilze erfolgte in Schragréhrchen. Im alkalischen Bereich muBten 
der Kartoffelagar und die Glucose getrennt sterilisiert werden, weil es sonst wahrend 
des Sterilisierens stets zu einer unerwiinschten Aciditatssteigerung kam. 
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Nach 5—7tigiger Kulturdauer konnte ich feststellen, da Metar- 
rhizium an., Cordyceps mil., Beauveria ba. und Aspergillus fl. in einem 
cH+-Bereich von py 3,3 bis px 8,5 mit geringen Schwankungen beziiglich 
der Mycelentwicklung gewachsen waren. Bei Metarrhizium an. hatten 
bereits Vouk u. Kus (1932) sowie LranELL (1944) ahnliche Beobachtun- 
gen gemacht. 

Interessant war, daB Pericystis ap. sich auch hier wieder anders 
verhielt. Dieser Pilz ist stark alkaliempfindlich und kam bereits bei py 7,2 
nur noch sehr schwach zur Entwicklung. 


Der Chitinabbau 


In einem Modellversuch entwickelten sich die Pilze Metarrhizium an., 
Cordyceps mil., Beauveria ba. und Aspergillus fl. auf tierischem Chitin, 
was auf ihre Fahigkeit, Chitin abbauen zu kénnen, hindeutete. Ich 
benutzte einen Hungernéhrboden, der aus 3% ausgefaultem Agar in 
Leitungswasser bestand. In jede Petrischale wurde ein steriler Haut- 
fliigel des Maikifers (Melolontha vulgaris) auf den sterilisierten und 
erkalteten Agar gelegt. Die Pilzsporen keimten auf dem Agar, die 
Hyphen wuchsen aber recht kiimmerlich. Nachdem sie jedoch das 
Chitinsubstrat, den Hautfliigel, erreichten, entwickelte sich schnell ein 
Luftmycel, das bei Aspergillus fl. bereits nach 10—12 Tagen sporulierte. 

Als Rohmaterial der Hauptversuche dienten Geriistsubstanzen von Krebsen und 
Fliigeldecken von Maikafern. Das Chitin kommt dort nicht rein vor (PRINGSHEIM u. 
Kriserr 1931). Ich reinigte es nach der Vorschrift von OrrER 1909, PRosKURIAKOW 
1925, PrRIncsHEIM u. KriGER 1932 sowie GEHRING 1954. Das Reinchitin wurde 
dann mit den Methoden nach Orrrr 1909 und BucHERER 1935 weiter verarbeitet. 
Um die Dispergierbarkeit des Chitins zu erhalten, habe ich es nicht getrocknet 
(OrrerR 1909), sondern unter Wasser aufbewahrt. Zunachst wurde es fiir chitinhaltige 
feste Nahrbéden verwendet. 

Das gefallte Reinchitin wurde saéurefrei gewaschen und mehrere Tage in einem 
Glaszylinder stehengelassen, so daf es sich méglichst konzentriert am Boden ab- 
setzen konnte. Zu dem Bodensatz gab ich 25% ausgefaulten Agar, 0,03% KH,PO, 
und 0,03% MgSO, -7 H,O und brachte das ganze im Dampftopf zur Lésung (GEH- 


RING 1954). Der fliissige Chitinagar wurde dann in Petrischalen verteilt sterilisiert. 
Die cH* der sterilisierten Nahrbéden war py 4,2. 


Der Chitinagar ist mit Metarrhizium an., Cordyceps mil., Beawveria ba. 
und Aspergillus fl. beimpft und in einem Brutschrank bei 23° C auf- 
gestellt worden. Die 4 Pilze hatten ein geringeres Wachstum als es 
vergleichsweise auf einem normalen Malzagar beobachtet werden 
konnte. Nach 10 Tagen, deutlicher aber erst nach 20 Tagen, konnte man 
den Abbau des Chitins in dem Wachstumszonenbereich der Pilze sehen. 
Der Abbau war dadurch zu erkennen, da8 sich der Chitinagar im Ent- 


wicklungbereich der Pilze durch Auflésung der Chitinfléckchen auf- 
zuhellen begann. 
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- Der gleiche Versuch wurde etwas verandert wiederholt, weil vielleicht 

eine geringere Héhe des Nahrbodens in den Petrischalen den Abbau 
besser zutage treten lieB. AuBerdem lag es nahe, die H-Ionenkonzen- 
tration zu verringern, um den Abbau gegebenenfalls zu verstarken, 


Die nachsten Versuche wurden deshalb so angesetzt, daB die cH+ der Nahrbéden 
nach dem Sterilisieren in drei Abstufungen pq 4,2, px 4,8 und px 5,7 betrugen. 
Jede Abstufung war fiir jeden Pilz in 8 Parallelen vertreten. Die Zusammen- 
setzung des Chitinagars entsprach sonst der des ersten Versuches, wobei aber statt 
des primaren ein sekundares Kaliumphosphat verwendet wurde. Bebriitet wurde 
wieder bei 23° C. 


Der Versuch hatte nach 20 Tagen folgende Ergebnisse. Es konnte 
festgestellt werden, da die beste Zersetzung des Chitins bei py 5,7 war. 
Metarrhizum an. und Aspergillus fl. lieBen den Abbau des Chitins am 
deutlichsten erkennen. Die Kolonien von Metarrhizium an. hatten an den 
Randern helle Héfe. Aspergillus fl. bildete keine hellen Héfe an den 
Randern der Kolonien. Der Abbau des Chitins konnte aber in den 
Teilen des Agars, die der Pilz iberwuchert hatte, festgestellt werden. Bei 
den Kulturen von Beauveria ba. und Cordyceps mil. war der Chitinabbau 
etwas geringer. 

Der Stamm von Metarrhizium an. war im Friihjahr 1956 vom Centraalbureau in 
Baarn bezogen worden. Im Juni des gleichen Jahres wurden mit ihm einige Raupen 
des Kichenwicklers infiziert und der Pilz von toten Raupen wieder reisoliert. Asper- 
gillus fl. konnte ich ebenfalls im Juni 1956 von frisch infizierten Bienenwaben ab- 
impfen. Die Chitinzerstérungsversuche sind in den Monaten Juli und August des 
gleichen Jahres durchgefithrt worden, so daB die beiden Pilze nicht langer als 1 bis 
2 Monate auf kiinstlichen Béden gehalten worden waren, was fiir ihre Intensitat der 
Chitinzersetzung nicht unbedeutend sein muBte. 

Ich verweise in diesem Zusammenhang auf BaLpacct 1939, der festgestellt hatte, 
daB die Fahigkeit der Chitinzersetzung nach 8—10 Monaten kiinstlicher Kultur 
geringer wiirde. Langere Zeit in kiinstlicher Kultur gehaltene Staémme waren weniger 
infektionsfahig als frisch vom Tier isolierte. Eine einzige Passage alterer Staémme 
auf Insekten soll die volle Pathogenitat wiederherstellen. Der mindere Abbau des 
Chitins im Plattentest durch die alteren Kulturen von Beawveria ba. und Cordyceps 
mil. kann auf diese Umstande zuriickgefiihrt werden. 


In einem weiteren Versuche sollte ermittelt werden, ob zusatzliche 
C- und N-Gaben zu dem chitinhaltigen Naihrboden das Wachstum und 
das Chitinzersetzungsvermégen der Pilze beeinflussen konnen. Es wurde 
dem Chitinagar 1% Glucose und 0,5% Ammoniumnitrat hinzugesetzt. 
Alle Pilze zeigten darauf ein besseres Wachstum, wahrend ein Abbau des 
Chitins nach 20 Tagen nirgends festzustellen war. Die Pilze haben zuerst 
die besser zuganglichen Nahrstoffe ausgenutzt. 

Die Versuche sind mit Krebs-Chitin unter gleichen Versuchs- 
bedingungen wiederholt worden. Dabei sollte festgestellt werden, ob das 
Chitin der Krebse in gleicher Weise wie das Maikaferfligelchitin ab- 


gebaut wird. 
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Die Zubereitung des ,,Krebs-Chitinagars“ entsprach den Methoden, die oben bei 
den Versuchen mit Maikiferfliigelchitin beschrieben wurden. Auch die Zusammen- 
setzung des Néhrbodens war gleich. 

Nach einer Wachstumsdauer von 20 Tagen wurde generell festgestellt, 
da® hier das Wachstum der Pilze schwacher war als auf Nahrb6den mit 
Maikdferfliigelchitin. Metarrhizium an., Aspergillus fl. und Beauveria ba. 
lésten zwar das Chitin in ihren unmittelbaren Wachstumsbereichen auf, 
der Abbau war aber etwas geringer als bei den gleichen Pilzen auf einem 
Agar mit Maikaferfliigelchitin. Bei Cordyceps mil. war nicht festzustellen, 
ob das ,,Krebs-Chitin®‘ aufgelést war. 

Nachdem der Chitinabbau im Plattentest erwiesen war, muBte die 
chitinzerstérende Wirkung der Pilze in geeigneten Nahrlésungen 
untersucht werden. 

Zu der Suspension des gefallten Reinchitins der Maikaferfliigeldecken wurde etwa 
30% Leitungswasser, 0,03% K,HPO, und 0,03% MgSO,-7 H,O hinzugesetzt. Die 
fertigen Nahrlésungen enthielten auBer dem Chitin keine anderen C- und N-Gaben.— 
Nach dem Sterilisieren hatte die Kulturfliissigkeit eine cH* von py 5,0. Die mit 
Metarrhizium an., Cordyceps mil., Beauveria ba. und Aspergillus fl. beimpften Nahr- 
lésungen wurden bei 23° C bebriitet. 

Nach 2—3 Monaten hatten alle Pilze Chitin aufgelést. Die Mycelien 
hatten sich submers entwickelt und die Hyphen waren eng an das in den 
KulturgefaBen abgesetzte restliche Chitin angeschmiegt. Durch die enge 
Beriihrung war der Chitinabbau erst méglich. Es wurden jeweils nur 
geringe Mycelmengen ausgebildet. Die untergetauchten Hyphen erwiesen 
sich mikroskopisch, im Verhaltnis zu den Luftmycelien auf festen 
Nahrbéden, als sehr feinfadig. 

Um den Abbau des Chitins in den Nahrlésungen etwas zu verstirken, 
fiigte ich der Kulturfliissigkeit 0,2°% Glucose und 0,06°% NH,NO, als 
zusatzliche C- und N-Quellen hinzu, was ein besseres Wachstum und 
einen intensiveren Abbau des Chitins in den Nahrlésungen aller 4 Pilze 
bewirkte. 

Die KulturgefaBe muBten wihrend mehrerer Tage nach dem Beimpfen ab und 
zu umgeschiittelt werden. Es sollte hierdurch ein Oberflichenmycel verhindert 
werden. Durch eine Mycelbildung in der Oberflache der Kulturlésung wire der zum 


Abbau des Chitins notwendige Kontakt zwischen Hyphen und Substrat verhindert 
gewesen. 


Kin ahnlicher Versuch mit einer Nahrlésung, die statt des Maikafer- 
fliigelchitins gefiilltes Krebs-Chitin als einzige C- und N- Quelle zur 
Grundlage hatte, fiihrte im wesentlichen zu gleichen und deutlicheren 
Ergebnissen. Hier war die anfingliche cH+ aber nicht wie bei dem 
ersten Versuch py 5,0 sondern py 7,0. 

Die besten Abbauleistungen erzielten Metarrhizium an. und Asper- 
gillus fl. Die beiden Pilze hatten das urspriinglich vorhandene Chitin 
schon nach 2 Monaten so weit aufgelést, daB nur noch wenig davon 
ubriggeblieben war. 
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Nachdem ich festgestellt hatte, da8 meine Versuchspilze das Chitin 
in den Nahrlosungen abbauen konnten, bemiihte ich mich um den 
papierchromatographischen Nachweis der faBbaren Spaltprodukte. 

Die Na&hrlésung wurde diesmal nicht mit gefalltem, sondern mit fein zerriebenem 
Reinchitin aus Maikaferfliigeln angesetzt. Die cH+ ist bei der Halfte der Ansatze 


auf px 6,0 und beim Rest auf px 7,0 eingestellt worden. Hierdurch wollte ich der 
Ermittlung der optimalen H-Ionenkonzentration niherkommen. 


Bei einer anfanglichen cH+ von py7,0 schien der AbbauprozeB 
durchweg intensiver zu sein als bei pq 6,0. Als die Versuche nach 
21/, Monaten abgebrochen wurden, hatte sich die cH+ der Nahrlésung bei 
allen Kulturen geandert. Sowohl die Kulturen mit einer anfanglichen 
cH* von px 6,0 als auch die mit einer cH*+ von pq 7,0 hatten nachher 
pu 6,6 + 0,1. 


Zum papierchromatographischen Nachweis muBten die Mycelien und die Chitin- 
reste von der Nahrlésung durch Filtration getrennt und das Kulturfiltrat im Vakuum 
bei 32° C cingedampft werden. — Fiir die Trennung und den Nachweis der Spalt- 
produkte des Chitins wurde die aufsteigende papierchromatographische Methode 
(siehe CRAMER 1954) angewendet. (Papier: Schleicher u. Schill 2043b.) Als Lésungs- 
mittel wurde ein Gemisch von n-Butanol-Hisessig-Wasser nach ParTRIDGE (1948) 
benutzt. — Das Entwickeln der Chromatogramme wurde ebenfalls nach Angaben 
von ParTRIDGE (1948) und Cramer (1954) vorgenommen. — Als Vergleichssubstanz 
konnte Glucosaminchlorhydrat verwendet werden, das nach CRAMER (1954) unter 
Verwendung von n-Butanol-Hisessig-Wasser einen R;-Wert von 0,13 hat. Fur 
N-Acetylglucosamin ist ein R;y-Wert von 0,26 angegeben. 


Die oft wiederholten Versuche fiihrten stets zu dem Ergebnis, dafi nur 
die erste Stufe des Abbaues, das N-Acetylglucosamin, gefunden wurde, 
das sich durch dunkle violette Flecken bei den entsprechenden R,y- Werten 
anzeigte. Die zweite Stufe, das Glucosamin, konnte nicht nachgewiesen 
werden. 

BENECKE (1905) konnte in einer chitinhaltigen Nahrlésung von Kulturen chitin- 
zerstorender Bakterien kein Glucosamin finden. VELDKAMpP (1952) aber fand beim 
bakteriellen Chitinabbau neben N-Acetylglucosamin auch Glucosamin. 

Die chitinabbauende Wirkung der hier in den Versuchen behandelten 
insektentdtenden Pilze darf durch den Nachweis des N-Acetylglucos- 
amins als sicher angesehen werden. Die Frage nach dem Einflu8 des 
Glucosamins auf das Wachstum der Pilze blieb jedoch ungeklart. Es 
mufte daher gepriift werden, ob das reine Glucosamin als C- und N-Lie- 
ferant das Wachstum der Pilze fordern kann. 

Die hierfiir notwendige Nahrlésung enthielt: 0,25 g KH,PO,; 0,125 g MgSO,; 


0,125 ¢ KCl/l dest. Wasser. Das Glucosamin mufte trocken sterilisiert werden, weil 
sonst eine unerwiinschte Zersetzung zu befiirchten war. Die Konzentration der 


Nahrlosung an Glucosamin betrug nach dessen Zugabe 0,5%,. 
Das Sporenmaterial aller 4 Pilze keimte gut. Nach 14 Tagen hatten 
sich in den KulturgeféBen diinne, schiittere Myceldecken gebildet. 
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Zusammenfassend kann gesagt werden, daB das Wachstum in glucos- 
aminhaltigen ebenso wie in chitinhaltigen Nahrlésungen, in denen das 
Glucosamin erst durch fermentativen Abbau in Freiheit gesetzt werden — 
muBte, nur gering war. 

Das Verhalten von Pericystis ap. wurde bei allen Untersuchungen 
mitbeobachtet. Der Pilz fand sowohl auf als auch in den chitinhaltigen 
und glucosaminhaltigen Substraten keine Entwicklungsméglichkeit. 


Versuche iiber den Saprophytismus 


Nach Drevuse1pE (1926) kénnen die Pilzsporen von Beauveria ba. im 
Boden von einem Jahr zum anderen unverdandert tiberdauern. Uber ein 
Keimen dieser Sporen im Boden selbst hat er nichts gesagt. Mit eigenen 
Versuchen kam ich zu der Feststellung, daB die Sporen von Beauveria ba. 
in frischer Gartenerde nicht auskeimten. Auf sterilisierter Gartenerde 
dagegen kam der Pilz zur Entwicklung. Das Verhindern der Sporen- 
keimung des Pilzes auf natiirlich belebter Gartenerde lie& das Vor- 
handensein von Bodenmikroben mit antibiotischer Wirkung vermuten, 
was mit einigen aus Gartenerde isolierten Actinomycetenstammen im 
ublichen Plattentest nachgewiesen werden konnte. 

Es verblieb zu untersuchen, ob die Pilze auf Chitin, welches frischer 
Gartenerde auflag, wachsen kénnen. Zu diesem Zweck ist natiirlich 
belebte Gartenerde in Petrischalen gefiillt und mit mehreren Haut- 
fliigeln von Maikafern belegt worden. Beimpft wurde mit Mycelien, die 
mit etwas Agar auf der Erde die Maikaferfliigel beriihrten. Trotz ge- 
niigender Feuchtigkeit entwickelten sich Metarrhizium an., Cordyceps 
mil., Beauveria ba. und Aspergillus fl. nicht. Bei gleichen Versuchen auf 
sterilisierter Gartenerde kam es dagegen zu einem deutlichen Wachstum 
aller 4 Pilze auf dem Chitinsubstrat, d. h. auf den Hautfliigeln. 


Weshalb lisen insektentétende Pilze tierisches Chitin auf, 
ohne ihre eigenen Zellwiinde in Mitleidenschaft zu ziehen? 

Die Keimschlauche der Sporen unternehmen den ersten Angriff auf die Chitin- 
hiillen der Insekten (Du Bary 1867, 1869 u. 1884, MerscunrKorr 1880, SrernHaus 
1949 und andere). Hierzu ist zu fragen, ob die Keimschlauche Orte einer besonders 
aktiven Wirkung der Chitinzerstérung sind. Norrnt u. MATHLEIN (1944) schrieben, 
dak Metarrhizium an. mit einer Chitinasewirkung der Keimschliuche das Chitin- 
skelett durchbohrt. Lermsvre (1934) hielt Beauwveria ba. fiir befahigt, Chitin 


aufzulésen. Es ist auch iiber mechanische Zerstérung des Chitins berichtet worden 
(LErEeBvre 1934). 


Diesen Angaben ist zu entnehmen, da nur die Keimschliuche und 
gegebenenfalls auch die Hyphenspitzen die lokale Chitinzerstérung an 
den hefallenen Insekten betreiben kénnen. Es kommt deshalb in erster 


Linie darauf an, zu pritfen, ob die Keimschlauche und die Hyphenspitzen 
chitinhaltig sind. 
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Zunachst sind aber erst noch einige andere Fragen zu besprechen. Sehr 
wichtig ist die Frage nach der Identitit des tierischen und pilzlichen 
Chitins. Waren beide Chitinarten nicht identisch, so kénnte angenommen 
werden, dafi der fermentative Abbau angesichts einer besonderen Spe- 
zifitat sich jeweils nur auf die eine oder andere Chitinart auswirken 
mute. Der Literatur kann nur entnommen werden, da zwischen 
tierischem und pflanzlichem Chitin keine Unterschiede sind (KARRER u. 
Francots 1929, PRinasHEem u. Kriicer 1932). 

Wenn es nur ein einheitlich zusammengesetztes Chitin gibt, so besteht 
keine Veranlassung zur Annahme verschiedener spezifischer Chitinasen. 
Die allem Anschein nach vorhandene Chitinasewirkung der Keim- 
schlauche und der Hyphenspitzen miiBSte sich im Falle einer Chitin- 
haltigkeit dieser Organe sowohl auf das fremde als auch eigene Chitin 
erstrecken, oder die Keimhyphen und Hyphenspitzen kénnten kein 
Chitin enthalten. 

Vielleicht verhindert irgendein Faktor den Angriff auf das Chitin in den 
Pilzzellwanden, insbesondere in Hyphenspitzen. Nach PRINGSHEIM u. 
Krteer (1932) wurde der Chitinanteil in Pilzzellwanden nur mit 
20—45% (bei anderen Autoren unter 10%) angegeben. Es ist daher 
méglich, daB das Chitin durch andere Membranstoffe vor den eigenen 
Chitinasen geschiitzt ist. 

Nach all diesen theoretischen Erwagungen war zunachst der Chitin- 
gehalt der Mycelien einiger insektentétender Pilze qualitativ nach- 
zuweisen. Sodann muBten auch die Keimschlaéuche entsprechend 
untersucht werden. 

Ich fiihrte zuerst einen qualitativen Chitinnachweis bei den Mycelien 
von Metarrhizium an., Cordyceps mil. und Beauveria ba. durch, die 1. auf 
einer giinstigen zuckerhaltigen und 2. in einer chitinhaltigen Nahrlésung 
gewachsen waren. 

Die zuckerhaltige Nahrlésung (1 g NH,NO,;0,25 g KH,PO,; 0,125 g MgSO,:7H,0; 
0,125 g KCl; 0,001 g FeSO, - 7 H,O/1 dest. Wasser) enthielt 1% Saccharose. Nach 
14tagiger Kulturdauer wurden die Myceldecken der Pilze abgehoben und zwischen 
Filtrierpapier getrocknet. Teile dieser Mycelien benutzte ich zur mikrochemischen 
Nachweisfiihrung auf Chitin nach der Methode von van WIssELincH (1898). 

Um die Zellwinde der Hyphen von anderen Zellwandstoffen aufer Chitin zu 
reinigen, wurde das Hyphenmaterial in zugeschmolzenen Glasréhrchen mit Glycerin 
auf dem Sandbad bis 300° C erhitzt. Nach dieser Behandlung lieB sich leicht fest- 
stellen, daB die Zellwande nicht aufgelést waren, was nach vAN WISSELINGH (1898) 
als ein direkter Beweis fiir die Anwesenheit von Chitin oder Cellulose angesehen 


werden konnte. Das auf diese Weise vorbehandelte Material wurde anschlieBend 
mit 50%iger KOH in ebenfalls zugeschmolzenen Glasrdhrehen auf 160° C etwa 
30 min lang erhitzt. 

Die dadurch entstandenen Chitosanpriparate habe ich nach dem Abkihlen in 
96% igen Alkohol itbertragen und anschlieBend griindlich mit dest. Wasser aus- 
gewaschen. Danach konnte die Anfarbung mit Jod-Jodkalilésung und 1% iger 
Schwefelsiure vorgenommen werden. Es trat die fitr Chitosan charakteristische 
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Violettfarbung auf. Nach Zugabe von 66,5% iger H,SO, verschwand die Farbe. 
Fine Blaufarbung, wie sie bei cellulosehaltigem Material aufzutreten pflegt, war bei 
keinen der drei untersuchten Pilzmycelien, die auf zuckerhaltigen und chitinfreien 
Nahrbéden gewachsen waren, festzustellen. 

Diese und andere Nachweismethoden des Chitins sind nach einer neueren Arbeit 
von Frey (1950) jedoch nicht zuverlassig. Erfolgversprechend ist nach dem ge- 
nannten Autor nur die rontgenanalytische Methode. Die indirekte Nachweismethode 
mit Glycerin bei 300° C oder mit KOH bei 160—180° C scheinen jedoch nicht 
angezweifelt zu werden, weshalb den Versuchsergebnissen noch eine gewisse Be- 
rechtigung verbleibt. 

Die erhaltenen Versuchsergebnisse deuten auf das Vorhandensein von 
Chitin in den Mycelien von Metarrhizium an., Cordyceps mil. und Beau- 
veria ba. hin. 

Die Untersuchungen der Zellwande von Kulturen, die in einer 
chitinhaltigen Nahrlésung gewachsen waren, fiihrten dagegen zu einem 
vollkommen anderen Ergebnis. Wahrend des Erhitzens der Mycelien mit 
Glycerin auf 300° C lésten sich diese vollstandig auf. 

Die Nahrlésung enthielt auBer 0,03°% K,HPO, und 0,03°% MgSO, nur 
noch zerriebenes Reinchitin von Maikaferfliigeln in einer Menge von etwa 
0,1%. Nach einer Inkubationszeit von etwa 21/, Monaten bei einer 
anfanglichen cH+ von py 7,0 und einer End-cH* von px 6,6 hatten sich 
die Hyphen eng an die Chitinpartikelchen angelegt und diese weitgehend 
umsponnen. Eine Autolyse des Mycels und eine Verfarbung der Hyphen 
waren bis dahin nicht zu erkennen. 

Das Ergebnis dieser Versuche ist wichtig und muf deshalb noch 
einmal kurz zusammengefaft als These formuliert werden. Die Mycelien 
der 3 Pilze lésen sich wahrend einer Hitzebehandlung in Glycerin auf, 
wenn sie in einer Nahrlésung gewachsen sind, die Chitin enthalt. Es ist 
dann kein myceleigenes Chitin nachzuweisen. 

Die Mycelien derselben Pilze lésen sich wihrend einer Hitzebehandlung 
in Glycerin nicht auf, wenn sie in zuckerhaltigen Nahrlésungen ge- 
wachsen sind, die kein Chitin enthalten. In diesem Falle ist myceleigenes 
Chitin nachzuweisen. 

Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang eine Arbeit von BEHR (1930), der fiir 
Aspergillus niger ermitteln konnte, da8 dieser Pilz bei schwach saurer bis neutraler 


Reaktion der Nahrlésung das Chitin der eigenen Hyphenwande unter Umstanden 
selbst abbauen kann. 

Wenn ein Organismus zum Abbau seiner eigenen Zellwandsubstanz befahigt ist, 
dann ist zu vermuten, daB die pilzlichen Chitinasen ganz unspezifisch sowohl auf 
das eigene als auch auf fremdes (tierisches) Chitin wirken kénnen. Bemerkenswert 
ist hierzu die Tatsache, da® in schwach sauren bis neutralen Bereichen das Minimum 
an Chitin in der eigenen Zellwand offenbar mit der maximalen Abbauleistung eines 
fremden Chitins zusammentrifft. 


Zur Untersuchung der Keimschlauche wurden Metarrhizium an., 
Cordyceps mil. und Beawveria ba. in Bottcherschen Kammern zum Aus- 
keimen gebracht. Hierauf sind die Deckglaschen mit dem ausgekeimten 
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Sporenmaterial abgehoben und iiber die Vertiefung eines Hohlschliff- 
_ objekttragers gelegt worden. In die Vertiefung des hohlgeschliffenen 
Objekttragers wurden vorher 2—3 Tropfen 50% iger KOH gegeben. Die 
so vorbereiteten Praparate wurden dann in einem Autoklaven 30 min bei 
125° C erhitzt. Nach der Abkihlung hatten sich die Keimschlauche, wie 
dies die mikroskopischen Untersuchungen zeigten, vollig aufgeldst. 
Daraus war zu entnehmen, daf die Keimschliuche der Sporen dieser 
3 Pilze kein oder nur sehr wenig Chitin enthalten. 

Untersuchungen zwecks Ermittlung des Chitingehaltes in den 
Hyphenspitzen erwiesen sich als schlecht durchfiihrbar. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, daf bei der Auflésung von 
fremdem Chitin durch insektentétende Pilze das Chitin der eigenen 
Zellwande deshalb keine Zerst6rung erfaéhrt, weil die fiir die Chitin- 
zerstorung befahigten Stellen des Pilzes kein oder nur sehr wenig Chitin 
haben. 


Besprechung und Zusammenfassung der Ergebnisse 


Die vorliegende Abhandlung befaBt sich zunadchst mit dem Verhalten 
von Metarrhizium anisopliae, Cordyceps militaris, Beauveria bassiana, 
Aspergillus flavus und Pericystis apis auf Nahrbéden, die Fett, Glykogen, 
EiweiB, Harnstoff, Asparagin, Starke und andere N- und C-Verbindungen 
enthalten. Die fermentativen Leistungen der Pilze, die dabei beobachtet 
werden konnten, sind, wie in der folgenden Ubersicht dargestellt, un- 
gleich, was mit der Wirtswahl der einzelnen Pilze zusammenhangen mag. 


Tabelle 4. Ubersicht iiber die fermentativen Leistungen der Pilze 
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Metarrhizium anis. . sae f al 
Cordyceps militaris . . + + : + 
Beauveria bassiana . . + = = oe =e 26 
Aspergillus flavus . . . | +++ | = + + 


Pericystis wp. ist in der Tabelle nicht angefiihrt, weil die meisten der 
benutzten Nahrsubstrate fiir sein Wachstum ungeeignet waren. 

Pilze konnen beziiglich der Deckung ihres N-Bedarfes in Verbindung 
mit der Wirtswahl kompliziert spezialisiert sein. Uber die Anpassung und 
Wirtswahl parasitischer Pilze legten schon DE Bary (1884) und Zopr 
(1890) dar, daB es Parasiten gibt, die nur eine einzige Wirtsspecies 
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befallen, und andere, die einen kleineren oder gréBeren Kreis nahe ver- 
wandter Wirtsarten befallen konnen. 

In der vorliegenden Arbeit wurde aus den vielseitigen Verhiiltnissen 
zwischen Parasit und Wirt nur der Angreifer herausgenommen und 
einige seiner physiologischen Eigenschaften untersucht. Die Vertreter 
der Metarrhizium-, Cordyceps-, Beauveria- und Aspergillus-Gruppe sind 
in ihrem N-Bedarf weitgehend unspezifisch. Diese Pilze wachsen sowohl 
auf anorganischem als auch auf organischem Stickstoff gut bis sehr gut. 
Die Gruppe dieser 4 insektentétenden Pilze wachst in weiten Grenzen der 
cH+ von px 3,3 bis px 8,5 annahernd gleich gut. Es handelt sich hier um 
pilzliche Parasiten, die einen gréferen Kreis von Insekten befallen 
konnen. 

Der Bienenspezialist Pericystis apis kann dagegen in kiinstlicher 
Kultur nur dann gedeihen, wenn ihm recht kompliziert zusammen- 
gesetzte organische N-Verbindungen geboten werden. Auf anorganischen 
Stickstoffquellen gelangt der Pilz nicht oder nur auBerst sparlich zur 
Entwicklung. Uber seine fermentativen Leistungen ist deshalb nichts zu 
ermitteln gewesen. Pericystis ap. ist auch sehr alkaliempfindlich und 
entwickelt sich daher nur in sauren bis neutralen Medien, wenn ihm die 
komplizierten N-Verbindungen zur Verfiigung stehen. 

Untersuchungen mit verschiedenen C- Quellen zeigten, daB die zucker- 
und C-haltigen Verbindungen von den Pilzen unterschiedlich — aber 
ohne erkennbare Beziehung zu ihren speziellen parasitischen Eig- 
nungen — ausgenutzt werden kénnen. 

Besondere Untersuchungen befaBten sich mit der Chitinasewirkung, 
die von den insektentétenden Pilzen auf das Substrat ausgeiibt wird. Die 
ersten 4 Pilze losten das Chitin des Substrates. Fiir Pericystis ap. war 
dies nicht nachzuweisen, weil er auf den kiinstlichen Substraten nicht 
ausreichend wuchs. 

Die theoretisch und praktisch wichtige Frage nach dem saprophy- 
tischen Leben der Pilze im Boden lieB sich dahingehend beantworten, daB 
Metarrhizium an., Cordyceps mil., Beauveria ba. und Aspergillus fl. unter 
natiirlichen Bedingungen dazu unfihig sind. 

Ks konnte festgestellt werden, daB der unsterile belebte Boden den 
Pilzen wegen der fungistatischen Wirkung von Antibionten keine 
saprophytische Entwicklungsméglichkeit gestattet. Als Antibionten fiir 
Beauveria ba. wurden Actinomyceten erkannt. 

Die Frage, weshalb insektentétende Pilze tierisches Chitin auflésen 
kénnen, ohne das Chitin ihrer eigenen Zellwande in Mitleidenschaft zu 
ziehen, kann in folgender Weise beantwortet werden: Normalerweise 
sind nicht die Hyphen sondern ihre Spitzen, insbesondere aber die K eim- 
schlauche der Sporen zu einem enzymatischen Chitinabbau befihigt. Die 
Auflosung der Membranen dieser Organteile (nur die Keimschlauche 
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konnten untersucht werden) ist nicht méglich, weil die Wandungen kein 
_ Chitin enthalten. Desgleichen sind die Zellwande solcher Pilzmycelien 


chitinfrei, die in einer chitinhaltigen Kulturfliissigkeit gewachsen 
waren. 


Im Gegensatz dazu sind die Mycelien von Metarrhizium an., Cordy- 
ceps mil. und Beauveria ba. stark chitinhaltig, sofern sie in einer zucker- 
haltigen chitinfreien Nahrlésung gezogen werden. 

Aus der Gegeniiberstellung dieser Tatsachen kann geschlossen werden, 
da die hier verwendeten Pilze je nach der kiinstlichen Kultur adaptiv 
zur Chitinbildung oder zur Chitinauflésung befahigt werden. Einer 
Zerstorung der eigenen Zellwand durch eigene Chitinasewirkung kénnen 
die Pilze durch andersartige Zusammensetzung der Zellwandsubstanz aus 
dem Wege gehen. 
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(Aus dem Forstbotanischen Institut der Universitat Freiburg i. Br.) 


Untersuchungen tiber das Atmungsverhalten von Hefen 
II. Atmungsverhalten und Nadi-Reaktion * 


Von 
ETTA GREVE 


(Hingegangen am 5. Dezember 1957) 


Bei der vorliegenden Arbeit gingen wir von der Frage aus, wie weit bei 
Hefen ein Zusammenhang zwischen Atmung und Garung einerseits und 
dem Ausfall der Indophenolblau-(Nadi-)Reaktion einzelner Zellen 
andererseits festzustellen ist. Zu dieser Frage war es auf folgende Weise 
gekommen: Die Indophenolblau-Farbung wurde erstmals von EHRLICH 
(1885) zum in vitro-Nachweis von Atmungsfermenten in tierischen und 
pflanzlichen Zellen angewandt. Diese Methode fiihrten dann SLoNIMsSKY 
u. Eparussr (1949) in die Hefegenetik ein, wobei sie sich der Aus- 
wertungsmethode von Keri (1929) bedienten, indem sie die Farb- 
intensitat der Hefesuspension, die mit dem Nadi-Reagens versetzt war, 
photometrisch maBen. Einzelzellen wurden also nicht beobachtet. Nach- 
dem es dann PeRNER (1952) gelang, die Indophenolblau-Farbung als 
Lebendreaktion durchzufiihren, wurde diese Methode von BauTz u. 
Marquarpt (1953 u. 1954) aufgegriffen und wiederum auf Hefen an- 
gewendet. Die beiden Autoren werteten dabei das Verhalten einzelner 
Zellen cytologisch aus und fanden auf diese Weise zahlreiche Variations- 
moglichkeiten fiir den Ausfall der Nadi-Reaktion. Wie weit sich hier 
Unterschiede im Atmungsverhalten widerspiegeln, war aber nicht 
bekannt, da entsprechende Atmungsmessungen fehlten. So schien es uns 
lohnend, mit der vorliegenden Arbeit die Beziehungen zwischen der Nadi- 
Farbung einzelner Zellen einer Kultur und dem Atmungsverhalten der- 
selben Kultur zu klaren. 

Wir haben bereits in zwei vorhergehenden Teilen dieser Arbeit die 
Ergebnisse von Atmungs- und Garungsmessungen mitgeteilt. Mit den 
dort verwendeten Stammen setzten wir unter denselben Kulturbedin- 
gungen jeweils Nadi-Reaktionen an, um so die Beziehungen zwischen 
Gasstoffwechsel und Nadi-Reaktion, wie sie sich innerhalb eines und 
desselben Hefestammes darstellen, zu untersuchen. Dariiber hinaus 
haben wir in dieser Arbeit den Gasstoffwechsel weiterer verschieden- 
artiger Hefestimme unter gleichen Kulturbedingungen mit den ent- 
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sprechenden Nadi-Werten verglichen. Die Ergebnisse, die wir auf diese 
Weise erhielten, lassen eine Aussage dariiber zu, ob itiberhaupt und in 
welchem Umfang vom Ausfall der Nadi-Reaktion Riickschliisse auf die 
Atmung zu ziehen sind. 


Material und Methode 


Hefestaimme: Wir untersuchten in dieser Arbeit die folgenden Hefestémme: in 
erster Linie die Backerhefe Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoides Yeast Foam (im 
folgenden als ,, Yeast Foam‘ bezeichnet) von Prof. Winer (Kopenhagen) und die 
untergiirige Bierhefe Saccharomyces cerevisiae vom Garungsphysiologischen Institut 
in Weihenstephan (im folgenden als ,,Sac. cer.“‘ bezeichnet). AuBerdem die Backer- 
hefe Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoides Y east Foam Nr. 237 von Prof. EPHRUSSI 
(Paris), die Backerhefe Saccharomyces cerevisiae Nr. 365 der Firma Sinner (Karls- 
ruhe), Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoides Johannesberg, Schizosaccharomyces 
mellacei Jorgensen, Willia anomala und Rhodotorula rubra. Die 4 zuletzt genannten 
Stémme alle aus dem Institut in Weihenstephan. 

Die Hefen wurden in einem synthetischen Medium nach SprecetMan (1944) 
kultiviert und im gleichen Medium zur Warburg-Messung gebracht. Uber Einzel- 
heiten der Kulturfiihrung, der Methoden fiir die Gasstoffwechselmessungen nach 
der direkten Methode von Warsure (1923) und der Zellzihlungen mittels der 
Zahlkammermethode vergleiche GREVE (1957). 

Die Indophenolblau-(Nadi-)Reaktion fiihrten wir als Lebendfarbung in der von 
PERNER (1952) beschriebenen Weise durch. Die Reaktionslésung bestand aus 6 cm* 
Phosphatpuffer und je 2 cm frisch zubereiteter 0,19 iger Dimethyl-p-phenylen- 
diaminlésung und «-Naphtollésung. (MarquarpT u. Bautz 1955.) Die Zellen 
wurden der Lésung sofort nach dem Ansatz zugefiigt. Diese Suspension wurde 
in einem Erlenmeyerkolben gehalten, der mit einem Wattestopfen lose verschlossen 
war, so daB die Luft ausreichend Zutritt hatte. Die so vorbereiteten Kélbchen 
stellten wir dann im Dunkeln auf. Zur Auswertung benutzten wir folgende Optik: 
Zeiss-Standard-Mikroskop, Okular 8X, Olimmersion 100 X. 


Experimenteller Teil 


I. Vorversuche mit der Nadi-Reaktion 


Mit der Nadi-Reaktion werden in den Zellen Partikel angefiarbt, die 
zunachst von Baurz u. MaARQuaRDT (1953) als Granula mit Mitochon- 
drien-Funktion, spaiter von Baurrz (1955) als Sphaerosomen bezeichnet 
wurden. Nur bei toten Zellen wird das gesamte Plasma blau gefirbt. 
Diese Uberschwemmung des Plasmas mit Farbstoff findet auch statt, 
wenn die Zellen durch zu langen Aufenthalt im Nadi-Reagens geschidigt 
werden. Da die verschiedenen Hefespecies sich in der GesamtzellgréBe 
und der Durchlassigkeit der Zellmembran deutlich voneinander unter- 
scheiden, dringt auch der Farbstoff mit unterschiedlicher Geschwindig- 
keit ein. Wie schon Marquarpt u. Baurz (1955) feststellten, mu daher 
der Zeitpunkt, zu dem so viel Farbstoff in die Zelle eingedrungen ist, daB 
die Reaktion zu erkennen ist, bei den verschiedenen Species besonders 
festgestellt werden. Das gleiche gilt dann fiir die Zeit, die bis zur Schadi- 
gung der Zellen durch das Reagens vergeht. 
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An Hand von Vorversuchen bestimmten wir daher die Zeiten, zu denen 
die einzelnen Hefestiimme ausgewertet werden konnten; sie betrug bei 
Yeast Foam 30—38 min, bei Rhodotorula 23—30 min; alle anderen 
Stamme waren nach 28—35 min auszuwerten. 


Die Bonitierung der Kulturen fiihrten wir in derselben Weise aus wie Mar- 
QUARDT u. Baurz (1955), d. h. wir beobachteten nicht nur, ob die Granula iiber- 
haupt gefarbt waren, sondern wir bestimmten auch den Farbton, den wir in 
3 Stufen einteilten, namlich blaBblau = 1, blau = 2 und tiefblau = 3. Bei Yeast 
Foam errechneten wir den Anteil, den die Zellen einer bestimmten Farbklasse an der 
Gesamtzellzahl ausmachten, in Prozenten. Bei den anderen Hefestimmen nahmen 
wir eine etwas grobere Bonitierung vor, indem wir den Gesamtprozentsatz nadi- 
positiver Zellen auszaihlten und daneben lediglich bestimmten, in welcher Farb- 
klasse der Schwerpunkt der Farbung lag. 

Der Farbton Tiefblau fiel nicht in jedem Fall gleich aus. Er hing vielmehr von der 
GréBe der Fetttropfen ab, die die Zellen aufwiesen. Wenn diese Tropfen klein 
waren, erschien die Farbung sehr intensiv, tintig blau, waren sie groB, blieb die 
Farbe zwar leuchtend blau, war aber mehr durchscheinend. Wo solche dicke 
Tropfen ausgebildet waren, ergab sich optisch der Eindruck, als ob die Granula, die 
eben noch mikroskopisch sichtbar waren, sich in diesem Fall am Rande der Tropfen 
befanden. 

Kine Schwierigkeit ergab sich auBerdem bei der Unterscheidung der blaSblauen 
und negativen Granula. Bei falscher Hinstellung des Mikroskops erhalten die 
Granula durch die Lichtbrechung einen schwachen blaugriien Schein, der leicht 
mit der blaBblauen Farbung zu verwechseln ist. Dieser Fehler kann nur durch sorg- 
faltige Kinstellung des Mikroskops ausgeschaltet werden, wobei staéndig Kontroll- 
zellen, denen kein Nadi-Reagens zugesetzt ist, vergleichend beobachtet werden 
miissen. 

Indem wir unsere Untersuchungen an gleichartigen Kulturen mehrfach wieder- 
holten, stellten wir fest, daB die Ergebnisse von Versuch zu Versuch schwankten. 
Diese Schwierigkeit versuchten wir zu umgehen, indem wir zugleich mit jeder 
zu untersuchenden Kultur eine Kontrolle beobachteten. Als Kontrollkultur wahlten 
wir die 24 Std alte Yeast Foam in 12% Gluc.-Medium und normaler Atmosphare. 
Dabei entsprachen sich die Abweichungen vom Durchschnittsverhalten bei der 
Kontrollkultur und der neu untersuchten Kultur von Fall zu Fall. Da wir auBerdem 
jeden Versuch mindestens 4mal, meist haufiger, durchfiihrten, und an Hand der 
Kontrollkulturen sahen, daB die Schwankungen sich durch diese Wiederholungen 
aufhoben, scheinen unsere Werte geniigend gesichert zu sein. 


II. Untersuchungen an Yeast Foam Kulturen unter 
verschiedenen Bedingungen 


1. Kulturen verschiedenen Alters in normaler Atmosphire 
und hohem Zuckergehalt 
Spezielle Versuchsanordnung: Die Messungen erfolgten in 12% Gluc.-Medium. — 
Mit der 72 Std alten Kultur stellten wir 2 Versuchsserien in einigem zeitlichem 


Abstand voneinander an. Wir hatten in dem 1. Teil dieser Arbeit (GREvn 1957) 
bereits gezeigt, da® das Atmungsverhalten der Kultur sich in dieser Zeit anderte. 


Daher geben wir fiir diese Kultur jeweils 2 Werte an. 
Wie wir ebenfalls in dem ersten Teil der Arbeit gesehen haben, andert 


sich die Atmung der Yeast Foam unter normalen Kulturbedingungen mit 
19% 
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zunehmendem Alter praktisch nicht, wihrend Garung und RQ mit 
steigendem Kulturalter abnehmen. Wir fiihren die Werte, die wir in der 
ersten Arbeit mitteilten, hier noch einmal auf und stellen ihnen die 
Ergebnisse der Nadi-Reaktion gegeniiber (Tab. 1). Dabei sehen wir, daB 
der Prozentsatz positiver Zellen um einen mittleren Wert schwankt, ohne 
da zunaichst eine klare GesetzmaBigkeit zu erkennen ware. Indem er 
aber immer in einer GréBenordnung bleibt, scheint er den gleichbleibenden 


Tabelle 1. Yeast Foam: Vergleich der Nadi-Reaktion und der Gasstoffwechselwerte bet 
normalen Kulturen in 12% Gluc.-Medium 


Nadi-Farbung in Prozent 


Alter, Std CO, (ul/Std) | RQ 
0 1 2 3 | posit.£ 
24 35,4 | 53,0 8,1 | 3,4 | 64,5 0,014 0,499 35 
48 41,4 | 54,2 2,3 1,8 59,3 0,015 0,275 18 
72 I 29,8 | 58,2 | 11,8 —_ 70 0,022 0,301 14 
7211 47,9 | 47,4 2,8 — 50,2 0,019 0,077 + 
Atmungswerten in etwa zu entsprechen. — Zusatzlich miissen wir fest- 


stellen, daf& sich die Gaihrungsabnahme wie zu erwarten war, nicht in 
den Nadi-Werten widerspiegelt. Fiir die Verteilung der positiven Zellen 
auf die verschiedenen Farbt6ne kénnen wir keinen hervortretenden 
Unterschied zwischen den einzelnen Kulturen finden, da der Schwerpunkt 
ausnahmslos sehr ausgepragt im blaBblauen Bereich legt. 

In diesen Versuchen anderte sich die Atmung unserer Hefekulturen 
nicht. Wir miissen daher im folgenden den Ausfall der Nadi-Reaktion an 
Zellen aus Kulturen mit verschiedener Atmungsintensitat priifen. 


2. Kulturen verschiedenen Alters in Sauerstoff-Atmosphiire 
und hoher Zuckerkonzentration 

Spezielle Versuchsanordnung: Fiir die spezielle Versuchsanordnung gilt dasselbe 
wie unter 1. 

Wir brachten Kulturen verschiedenen Alters unter Sauerstoff- 
Atmosphiire, um so die Atmung zu steigern; denn aus der ersten Arbeit 
wissen wir bereits, daB die Atmung der jiingeren Kulturen und der 
2. Serie der 72 Std alten Kulturen auf die Weise zunimmt, wihrend 
gleichzeitig die Giirung und der RQ viel geringer sind als unter normaler 
Atmosphiire. Der letztere sinkt bei der 2. Serie der 72 Std alten Kulturen 
sogar unter 1, wodurch zum Ausdruck kommt, daB diese Kultur iiber- 
haupt nicht giirt. Mit diesen Ergebnissen haben wir weiter die Nadi- 
Reaktion verglichen, indem wir zuniichst den Gesamtprozentsatz 
positiver Zellen bestimmten (Tab. 2). Er ist bei den einzelnen Kulturen 
zwar wieder verhaltnismafig wenig unterschieden, ist aber gegeniiber 
dem Prozentsatz positiver Zellen bei normaler Atmosphiire, der im 
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Mittel etwa bei 60 lag, deutlich gesteigert, was besagt, daB sich hier die 
_ vorhandene Atmungssteigerung auspragt. Andererseits zeigt die 1. Serie 
der 72 Std alten Kultur, deren Atmung gegeniiber der normalen Kultur 
nicht gesteigert ist, dementsprechend auch eine unveradnderte Nadi- 
Reaktion. Die so nachdriicklich abgesunkene Girung beeinfluBt auch 
hier den Ausfall der Nadi-Reaktion mindestens dann nicht nachweisbar, 
wenn wir nur die Anzahl positiver Zellen beachten. 


Tabelle 2. Yeast Foam: Vergleich der Nadi-Reaktion wnd der Gasstoffwechselwerte 
in Sauerstoff-Atmosphdre wnd 12%, Gluc.-Medium 


Nadi-Farbung in Prozent 


Alter, Std O, (ul/Std) | CO, (/Std) | RQ 
0 | 1 | 2 | 3 | posit. 2 

24 ise | 48,0 | 28,3 5,7 | 82,0 0,030 0,278 9 

48 12,8 | 66,9 18,6 rae! 87,6 0,040 0,295 iGo 

Wiel 29,0 | 59,0 7,9 3,9 | 7058 0,019 0,144. 7,5 

TOL 9,4 | 42,2 5,2 | 43,0 | 90,4 0,047 0,033 0,7 


Beachten wir jetzt aber den Nadi-Farbton, so sehen wir, da die 
Sauerstoff-Kulturen ebenso wie die unter normaler Atmosphare gewachse- 
nen, sich vorwiegend blaBblau farben. AuBerdem sind aber bei den beiden 
ersten Kulturen mehr Zellen blau gefarbt, als das bei normalen Kulturen 
der Fall war. Im Vergleich zu Atmung oder Garung ist aus den bisherigen 
Befunden schwer zu sagen, ob hier eine erkennbare Beziehung vorliegt. 
Auffallend ist das Verhalten der 2. Serie der 72 Std alten Kultur, die 
einen ausgesprochenen 2. Haufigkeitsgipfel im tiefblauen Bereich hat. 
Bei dieser Kultur liegt aber eine Atmungssteigerung, die eine so viel 
kraftigere Granula-Farbung begriinden wiirde, ganz offenbar nicht vor. 
Dafiir ist die Garung, im Gegensatz zu allen bisher untersuchten Kul- 
turen = 0, was sich in dem RQ, der kleiner als 1 ist, ausdriickt. Diese Tat- 
sache scheint wert, im Auge behalten zu werden, ohne dai wir jetzt 
schon iiber die méglichen Beziehungen zwischen dem Reaktionsausfall 
einerseits und der Atmung und Garung andererseits Naheres aussagen 
wollen. 

Bei unseren bisherigen Versuchen variiert die Atmung nur um einen 
geringen Betrag und auBerdem besteht die Gefahr, daB auch wihrend 
der Nadi-Reaktion noch ein erhéhter Sauerstoffdruck in den Zellen 
besteht, der die Nadi-Reaktion woméglich seinerseits beeinfluBt. — Wie 
wir im 2. Teil dieser Arbeit bereits besprochen haben, wirkt ein Medium 
mit geringem Zuckergehalt nachdriicklich atmungssteigernd. Wir setzten 
daher unsere Versuche in einem derartigen Medium fort, wodurch wir 
gleichzeitig die mégliche Stérung durch Sauerstoff auf die Nadi-Reaktion 


ausgeschaltet haben. 
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3. Kulturen in normaler Atmosphire und niederer Zuckerkonzentration 


Wir hatten im 2. Teil dieser Arbeit eine Versuchsanordnung be- 
schrieben, bei der wir sofort, nachdem die Zellen von 12% in 0,5% Gluce.- 
Medium iibertragen worden waren, den Gasstoffwechsel zu verfolgen 
begannen und bei der im Verlauf von 23 Std sowohl die Atmung als auch 
die Garung sich einschneidend dnderten (Tab. 3). Die erste Zeile der 
Tabelle zeigt das Verhalten der Zellen waihrend der ersten Stunde in 
0,5% Gluc.-Medium, das weder in bezug auf die Atmung oder Garung 
noch in der Nadi-Reaktion gegeniiber dem in 12% Gluc.-Medium ver- 
andert ist; dagegen wurde nach 3—4 Std die Atmung sehr viel starker 
und die Garung schwacher, wobei die Werte zu dieser Zeit allerdings stark 
im Gleiten sind. Da die Veranderungen der Atmungs- und Garungswerte 
sich auf den RQ auswirken, der infolgedessen von Versuch zu Versuch 
schwankt, geben wir die jeweiligen Extremwerte in der Tabelle an. 
Besonders zu bemerken ist dabei, daB der RQ teilweise wieder unter 1 
sinkt. Der Prozentsatz nadi-positiver Zellen ist zu dem gleichen Zeit- 
punkt bereits auf 100° gestiegen. Der Farbton ist aber bei dem ver- 
haltnismaBig gréBten Teil der Zellen noch blaBblau, doch betragt der 
Prozentsatz von Zellen mit tiefblauen Granula immerhin auch 21%. 


Tabelle 3. Yeast Foam: Nadi-Reaktion und Gasstoffwechsel 
bet frisch in 0,5% Gluc.-Medium eingebrachten Kulturen 


Nadi-Farbung in Prozent 


Zeit in Std O, (ul/Std) | CO, (ul/Sta) RQ 
0 | 1 2 | 3 | posit. = 
0 35,7 60,7 3,5 0 64,3 0,015 0,541 20—80 
3—4 0 49,1 29,1 21,7 |100 0,066 0,275 0,5—10 
23 1,5 i Pag 18,8 | 67,8 | 98,5 0,065 0,039 0,5—0,9 


Wir sehen hier also wieder, daB die Nadi-Reaktion mit steigender 
Atmung stiirker wird. Aber gerade bei diesem Versuch kénnte man auch 
sagen, da die beobachtete Anderung im Nadi-Prozentsatz auf die 
abnehmende Garung zu beziehen sei, ein Zusammenhang, der allerdings 
wenig wahrscheinlich ist. Auf jeden Fall ist aber in bezug auf die Garung 
bemerkenswert, daf die tiefblauen Zellen in gréBerer Zahl gerade in 
denjenigen Kulturen auftreten, in denen auch der RQ, mindestens bei 
einzelnen Messungen, kleiner als 1 wird. 

Nach 23 Versuchsstunden hatte sich die Atmung nicht mehr verdndert, 
wihrend andererseits die Kulturen vollstindig aufgehért hatten zu 
giiren, was wiederum in dem RQ, der kleiner ist als 1, zum Ausdruck 
kommt. Die Nadi-Reaktion zeigt entsprechend der Atmung wieder fast 
100% positive Zellen; darunter befinden sich aber jetzt nicht weniger als 
67% mit tiefblauem Farbton. Im Hinblick auf die unveranderte Atmung 


Untersuchungen itber das Atmungsverhalten von Hefen. III 283 


kann diese Zunahme tiefblauer Zellen nur noch mit dem Verschwinden 
der Garung in Zusammenhang gebracht werden. 

Wir untersuchten auBerdem Kulturen, die 24 Std anstatt in 12% in 0,5% Gluc.- 
Medium gewachsen waren, nachdem wie iiblich nur wenige Zellen in das Medium 


eingeimpft waren. Auch alle anderen Bedingungen waren vollig unverandert. Diese 
Versuche fiihrten wir aber nur 3mal durch. 


Tabelle 4. Yeast Foam: Nadi-Reaktion und Gasstoffwechselwerte 
bet 24 Std alten Kulturen in 0,5% Gluc.-Medium 


Oz (141/Std) | CO, (ul/Std) | RQ 


21,9 | 67,4 | 60 | 48 | 732| 006 | 0,250 | 07-9 


Nadi-Farbung in Prozent 


0 | 1 | 2 3 | posit. 2 


Wir sehen, da der sehr stark gesteigerten Atmung die Zunahme des Prozent- 
satzes nadi-positiver Zellen kaum entspricht. Ebenso findet der niedere R.Q keinerlei 
Ausdruck in einem erhéhten Anteil tiefblauer Zellen. Eine Erklarung fiir das andere 
Verhalten dieser Kulturen im Vergleich zu den bisher besprochenen ist uns nicht 
bekannt. Es ist aber méglich, daB lediglich die geringe Wiederholungszahl dieses 
Versuchs die Schwankungen im Verhalten der Kulturen in Ubergangsstadien, die 
wir immer wieder beobachten konnten, besonders zum Ausdruck bringt. Diese 
Moglichkeit wird dadurch noch um so wahrscheinlicher, da wir uns bei diesem 
Versuch zur Zeit der Messung gerade im Umschlagsgebiet der Atmungs- und 
Garungswerte befinden. 


III, Untersuchungen an Saccharomyces cerevisiae-Kulturen 
unter verschiedenen Bedingungen. 


Kulturen verschiedenen Alters in normaler und Sauerstoff-Atmosphére 


Erganzend zu den bisherigen Versuchen mit einem einzigen Hefestamm 
haben wir noch zu untersuchen, ob sich bei einem anderen Hefestamm 
unter entsprechenden Kulturbedingungen die gleichen Ergebnisse 
erzielen lassen. 

Spezielle Versuchsanordnung: Wir werteten bei Sac. cer. die Nadi-Reaktion nur 
mit der groben Methode aus, d. h. wir bestimmten den Anteil positiver Zellen und 
gaben den Farbton an, den die meisten Zellen zeigten; denn die Versuche des 
vorigen Kapitels ergaben, da8 diese Art der Bonitierung fiir die Auswertung der 
Versuche geniigte. ~ 

Unter Normalbedingungen ist die Atmung 24 und 48 Std alter Kul- 
turen gleich. Dementsprechend ergibt auch die Nadi-Reaktion einen ein- 
heitlichen Wert von 40% positiver Zellen (Tab. 5). Unter Sauerstoff- 
einfluB ist die Atmung der 24 Std alten Kultur dann deutlich angestiegen. 
Ebenso wie bei Yeast Foam nimmt der Prozentsatz nadi-positiver Zellen 
in dieser Kultur zu. Die Atmung der 48 Std alten Sauerstoff-Kultur 
andert sich gegentiber der normalen Kultur jedoch nicht. Trotzdem liegt 
der Prozentsatz nadi-positiver Zellen héher als bei der Kontrollkultur, 
wenn er auch andererseits niederer ist als bei der 24 Std alten Sauer- 
stoff-Kultur. Da wir bei beiden sauerstoff-behandelten Kulturen eine 


284 Erra GREVE: 


Girungsschwachung beobachteten, die gerade bei der 48 Std-Kultur 
besonders auffallend war, scheint es nun, als ob der erhéhte Nadi- 
Prozentsatz unter Umsténden mit dem starken Abfall der Garung zu- 
sammenhiingt, eine Vermutung, die wir allerdings nicht weiter sichern 


k6nnen. 


Tabelle 5. Sac. cer.: Nadi-Reaktion und Gasstoffwechselwerte bei Kulturen 
verschiedenen Alters unter normaler und Sauerstoff-Atmosphdre 


Kultur- Prozent = 
bedingungen nadi-positive O; (ul/Std) CO, (ul/Std) RQ 
24 Std norm. 40 0,020 0,658 32 
48 Std norm. 40 0,020 0,642 32 
24 Std O, 90 » 0,050 0,560 11 
48 Std O, 60 0,020 0,380 19 


IV. Vergleich verschiedener Hefestimme unter den gleichen 
Kulturbedingungen 


Weiter untersuchten wir verschiedene Hefestéimme, die sich bei 
gleichen Kulturbedingungen deutlich in ihrem Atmungsverhalten unter- 
scheiden, auf den Ausfall der Nadi-Reaktion. 


Spezielle Versuchsanordnung: Die Messungen mit den Kulturen, die wir in diesem 
Abschnitt betrachten wollen, wurden nicht in dem Umfang wiederholt wie die Vor- 
hergehenden. Die Werte sind daher nicht in dem MaBe gesichert, wie die bisherigen, 
sondern diirfen nur gréBenordnungsmaBig verstanden werden. Wir haben auSerdem 
bei diesen Versuchen die Nadi-Reaktion wieder nur in der groben Form bonitiert. Um 
eine Ubersicht iiber simtliche Ergebnisse zu erméglichen, haben wir alle Werte, die 
sich in den verschiedenen Kapiteln ergaben, in Tab. 6 zusammengefaBt, die aber ins- 
besondere zur Darstellung der Ergebnisse dieses Kapitels dienen soll. Wir haben 
die MeBwerte, die wir mit den normalen Kulturen der verschiedenen Stamme er- 
hielten, jeweils in der 1. Spalte angegeben und die Werte der Spezialkulturen von 
Yeast Foam und Sac. cer. jeweils in der 2. Spalte. 


Die Ergebnisse mit den verschiedenen Hefestimmen sollten nun in 
einem brauchbaren System geordnet werden. Dabei fiihrte die An- 
ordnung nach dem Prozentsatz nadi-positiver Zellen, die am naheliegend- 
sten schien, nicht zum Erfolg, da wir weder in den Atmungswerten noch 
in den Werten der Girung oder des RQ eine entsprechende gesetz- 
miaBige Anderung fanden. Nehmen wir stattdessen die bevorzugte 
Farbklasse, die wir in der Nadi-Farbung der einzelnen Staémme beob- 
achtet hatten, als das Ordnungsprinzip, dann erhalten wir 3 Gruppen, 
und zwar Stémme mit vorwiegend blafSblauer, Stiémme mit vorwiegend 
blauer und schlieBlich solche mit vorwiegend tiefblauer Farbung. Inner- 
halb der Farbklassen ordneten wir die Stiimme dann weiter nach dem 
Prozentsatz positiver Zellen (Tab. 6). 
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Wenn wir zuniichst nur die in diesem Abschnitt neu hinzugekommenen 
Stémme und die im entsprechenden Kulturalter gemessenen Normal- 
kulturen von Yeast Foam und Sac. cer. beriicksichtigen, dann sehen wir, 
daB die Atmung der Stimme mit vorwiegend blaSblauer Farbung ge- 
ringer ist als die Atmung der Kulturen mit blauer und tiefblauer Nadi- 
Farbung. Zwischen den Kulturen mit blauer und tiefblauer Nadi-Farbung 


2 Tabelle 6 
Ubersicht tiber Gasstoffwechsel und Nadi-Reaktion aller besprochenen Kulturen 


Nadi-Reaktion 


Stamm und Kultur Gérung Atmung Prozent | Bevorzugte 
positive | Farbklasse 
| 
Yeast Foam (frisch in 

0,5% Gluc. 23 Std) 0,025 0,064 0,6-0,9 98) tiefblau 
Yeast Foam 72 Std O, II 0,033 0,047 0,7 90 He 
Rhodotorula rubra 10,052 0,060 0,9 87 he 
Willia anomala On 33 0,113 ies} 78 “ 
Yeast Foam (frisch in 

0,5% Gluc. 3—4 Std) 0,200 0,084] — /0,5-0,10] {100} blau 
Sac. cer. var. ellips. 

Johannesberg 0,250 0,029 8,5 60 a 
Schizosaccharom. mellac. (0,370 0,042 9 41 =f 
Sacch. cer. Sinner Nr. 365 1,300 0,140 9 25 + 
Sac. cer. 24 Std O, 0,560 0,050 11 90} blaBblau 
Yeast Foam 48 Std O, 0,295 0,040 We 87 43 
Yeast Foam 24 Std O, 0,278 0,030 9 82 “4 
Yeast Foam 24 Std 0,5% 

Glue. 0,260 0,065 0,7—9 79 Ke 
Yeast Foam 72 Std O, I 0,144 0,019 aed) 71 a 
Yeast Foam 72 Std norm. I 0,301 0,022 14 70 ss 
Yeast Foam 24 Std norm. (0,499 0,014 35 64. sp 
Sac. cer. 48 Std O, 0,380 0,020 19 60 id 
Yeast Foam 48 Std norm. 0,275 0,015 18 58 rh 
Yeast Foam 72 Std norm. II 0,077 0,019 4 52 rr 
Sac. cer. 48 Std norm. 0,642 0,020 32 40 aS 
Sac. cer. 24 Std norm. 0,658 0,020 3 40 - 
Sac. cer. var. ellips. 10,300 0,015 20 15 

Yeast Foam Paris Nr. 237 


ist dagegen kein Unterschied in der Atmung festzustellen. Die Werte 
liegen hier wie dort weit auseinander, bleiben aber in beiden Gruppen 
in den gleichen GréBenordnungen. Betrachten wir weiterhin die Garung, 
go sehen wir, daB bei den Stammen mit blaBblauer Nadi-Reaktion das 
Verhaltnis Atmung zu Garung am meisten zugunsten der Garung ver- 
schoben ist, was in den hohen RQ zum Ausdruck kommt. Die Garung 
als solche unterscheidet sich nicht von der, die wir bei den Kulturen 
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mit blauem Nadi-Farbton beobachteten. Wir haben es andererseits so- 
wohl bei den Stimmen mit blaSblauer als auch bei denen mit blauer 
Fiarbung noch mit deutlicher Garung zu tun. Im Gegensatz dazu garen 
die beiden Kulturen mit tiefblauer Nadi-Farbung nicht mehr, wie sich 
in dem RQ von 1 bzw. darunter ausdriickt. Hier wiederholt sich also 
die gleiche Erscheinung, die wir auch bei den nicht garenden Yeast Foam 
Kulturen schon beobachteten. Ein Versuch, nun innerhalb der einzelnen 
Farbgruppen eine Beziehung zwischen Atmung, Garung oder RQ und 
Nadi-Prozentsatz aufzudecken, ist wieder vergeblich. 

Wenn wir simtliche Ergebnisse auch der vorhergehenden Abschnitte 
beriicksichtigen, sehen wir, daB auch sie den gleichen Zusammenhang 
von Garung bzw. RQ mit dem Ausfall der Nadi-Farbt6ne aufweisen. 
Fiir die Atmung finden wir allerdings jetzt im blaSblauen Bereich 
durchaus auch Werte in der GréSenordnung, die wir bei Kulturen 
mit blauer oder tiefblauer Farbung beobachteten, woraus deutlich wird, 
daB der Farbton nicht von der Atmungsstirke abzuhangen braucht. 
Wir sehen nun auBerdem in der Tabelle deutlich, daB der Prozentsatz 
nadi-positiver Zellen beim Vergleich der Kulturen eines Hefestammes 
eine Beziehung zur Atmung ergibt, die sich dann, wie gesagt, beim 
Vergleich verschiedener Hefestiimme nicht wiederholt. Die wenigen Aus- 
nahmeerscheinungen, die wir in den jeweiligen Kapiteln bereits er- 
wahnten, werden wir in der Diskussion besprechen. 


Diskussion 


Wie wir in den beiden vorhergehenden Teilen dieser Arbeit darstellten 
(GREVE 1957 u. 1958), haben wir uns bemiiht, uns eine médglichst 
griindliche Kenntnis des Atmungs- und Girungsverhaltens von Hefen 
unter den verschiedensten Kulturbedingungen zu verschaffen. Damit 
hatten wie den Grund gelegt zu einer genauen Uberpriifung der Be- 
ziehungen zwischen Atmung und Nadi-Reaktion. Im experimentellen 
Teil dieser Arbeit haben wir nun gesehen, daB diese Beziehungen offen- 
bar ziemlich verwickelt sind. Im folgenden miissen wir daher versuchen, 
die vorgefundenen Verhiltnisse klarzulegen. 

Insgesamt hatten unsere Untersuchungen gezeigt, daB ein Zusammen- 
hang zwischen dem Prozentsatz nadi-positiver Zellen und der Atmungs- 
stiirke einer Kultur nur in beschranktem MaBe besteht; denn wihrend 
bei den verschiedenen Kulturen ein und desselben Stammes der Anteil 
nadi-positiver Zellen zwar mit der Atmung zu- bzw. abnahm, wieder- 
holte sich diese Parallele nicht beim Vergleich verschiedener Hefe- 
stamme. Die Betrachtung der zusammenfassenden Tab. 6 zeigt dariiber 
hinaus, da die Beziehung der Atmung zur Nadi-Reaktion auch innerhalb 
eines Hefestammes gewissen Einschrankungen unterworfen ist. So 
herrschen zweifellos beim Ubergangsstadium zur reinen Atmung ohne 


—— 
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gleichzeitige Gairung Ausnahmeverhaltnisse — wenigstens bei unserer 
normalerweise garenden Yeast Foam —, die sich einerseits in einem 
schwankenden RQ ausdriicken und andererseits scheinbar willkiirliche 
Nadi-Prozentsatze zur Folge haben. Dies trifft fiir die 24 Std alte Yeast 
Foam Kultur in 0,5°% Gluc. und fiir die 72 Std alte normale Yeast 
Foam zu. 

Fir die Sac. cer.-Kulturen ergibt sich auBerdem der Verdacht, daB 
womoglich auch eine sehr starke Garung bei gleichzeitiger schwacher 
Atmung den Nadi-Prozentsatz beeinflussen kann, so da das Verhiltnis 
der Atmung zum Nadi-Prozentsatz ein anderes wird. DaB bei Atmung mit 
0,020 wl Sauerstoff-Aufnahme in 2 Fallen 40°%, in einem anderen 60° 
nadi-positive Zellen auftraten, spricht fiir diese Méglichkeit, da die 
Garung dieser Kulturen sich in der angegebenen Richtung gedndert 
hatte. Andererseits konnten wir die gleiche Beobachtung bei Yeast 
Foam nicht machen, vermutlich weil die geringere Garungsdnderung der 
entsprechenden Yeast Foam Kulturen diesen Zusammenhang verwischt. 
Ks ist aber auch denkbar, daB sich hier besondere Eigenarten der ver- 
schiedenen Stamme auspragen. Die Moglichkeit, da etwa die Ver- 
mehrungsverhaltnisse der Kulturen fiir die Ausnahmen verantwortlich 
sind, besteht nicht; denn verschiedene Kulturen mit normalem Ver- 
halten befinden sich in ebenso lebhafter Vermehrung wie die hier ge- 
nannten Ausnahmefalle. Es sei zusammenfassend noch einmal darauf 
hingewiesen, daf die Parallele zwischen Atmung und Nadi-Prozent im 
allgemeinen sehr gut gegeben ist, aber nur dann, wenn Atmung und 
Garung einigermafen normale Werte zeigen. 


Die physiologische und biochemische Bedeutung der Ergebnisse 


Wie kommen nun die Unterschiede in den Vergleichsméglichkeiten 
zwischen Nadi-Prozentsatz und Atmung innerhalb eines Hefestammes 
und zwischen verschiedenen Hefestémmen zustande? Sie konnten da- 
durch entstehen, daB die Zellen verschiedener Staémme Unterschiede in 
der Permeabilitat gegeniiber dem Nadi-Reagens aufweisen. Ebensogut 
sind aber andere physiologische Unterschiede zwischen den Staémmen 
denkbar, die das Zustandekommen der Nadi-Reaktion beeinflussen. 
Uber die Art dieser Differenzen irgendwelche Aussagen zu machen, 
erlauben uns unsere Untersuchungen nicht. Ein weiterer Hinweis 
darauf, daB die Nadi-Reaktion nicht nur vom Vorhandensein des 
Cytochromsystems, das die Atmung bedingt, abhangt, liegt offenbar 
auch in der Arbeit von Lrnts u. SHERRAT (1955) vor, die bei Coprinus 
lagopus sowohl positive als auch negative Nadi-Reaktion bei vor- 
handenem Cytochrom-System fanden, und zwar in Abhangigkeit von 
offenbar mehreren Genen und Plasmapartikeln und auferdem von 


Umweltbedingungen. 
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Eine weitere Frage muB hier gesondert besprochen werden, namlich 
die nach der Bedeutung der verschiedenen Nadi-Farbténe, einer Er- 
scheinung, die nicht auf Hefen beschrankt zu sein scheint, da von Mupp 
u. Mitarb. (1951) auch an Bakterien Granula mit verschieden starker 
Nadi-Farbung beobachtet wurden. Die nichstliegende Antwort auf 
unsere Frage ist zweifellos die, daB der Nadi-Farbton um so kraftiger 
erscheint, je stirker die Atmung ist. Sicherlich trifft das bis zu einem 
gewissen Grade auch zu. So kénnen vor allem Zellen mit besonders 
schwacher Atmung unter allen Umstanden nur eine blafblaue Nadi- 
Fiarbung zeigen. Da wir aber gesehen haben, daB die Kulturen mit vor- 
wiegend tiefblauer Nadi-Farbung sich in der Atmungsstarke nicht 
wesentlich von denen mit blauer oder tiefblauer Farbung zu unter- 
scheiden brauchen, miissen wir dariiber hinaus noch nach einer weiteren 
Ursache fiir die unterschiedliche Auspragung der Nadi-Farbtone suchen. 
Einen Hinweis haben wir dabei in der Beobachtung, daf es sich bei den 
Kulturen, die im iiberwiegenden Teil der Zellen tiefblau gefarbte Granula 
zeigten, immer um solche handelte, die nicht girten. Méglicherweise 
versetzen also die Garungsprozesse die Zelle in einen Zustand, der die 
Ausbildung des tiefblauen Farbtons nicht zulaBt. Man k6nnte dabei an 
Verschiedenheit im px oder rg der Zelle denken, die entweder direkt auf die 
Ausbildung des Nadi-Farbtons einwirken, oder ihn auf dem Umweg 
tiber die Permeationsverhaltnisse beeinflussen. 

Wir hatten weiterhin auf den verschiedenen Ausfall der tiefblauen 
Nadi-Farbung hingewiesen, der von der Grobe der Fetttropfen in der 
Zelle abhangt. Es ware demnach denkbar, daB auch ein Zusammenhang 
zwischen der Fettspeicherung einer Zelle und dem Nadi-Farbton besteht. 
Auf Grund unserer Beobachtungen erhielten wir den Eindruck, da mit 
dem Anwachsen der Fetttropfen eine Verdiinnung des Farbstoffes er- 
folgt. Da die Bildung ausgesprochen dicker Fetttropfen immer mehr oder 
weniger pathologisch ist und ziemlich selten vorkommt, kann eine 
Verwechslung der Farbténe durch Verdiinnungseffekte also keine 
Rolle spielen. Insgesamt kommt demnach auch eine verinderte Fett- 
speicherung der Zellen als Ursache fiir eine Anderung im Ausfall des 
Nadi-Farbtons nicht in Frage. Da die Fetttropfen, wie bereits erwahnt, 
offensichtlich in direkter Verbindung mit den Granula stehen, erlauben 
diese Beobachtungen keinen RiickschluB, ob der Farbstoff an den ge- 
gefairbten Orten gebildet oder nur gespeichert wird. 


Die Bedeutung unserer Ergebnisse fiir die praktische Anwendung 
der Nadi- Reaktion 
Wir haben gesehen, da weder der Prozentsatz nadi-positiver Zellen 
noch der Farbton einen RiickschluB auf die Atmungsstiirke zulaBt, 
d. h. also, daf wir auf Grund der Nadi-Reaktion keine Aussage in bezug 
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auf die Atmung einer Kultur machen diirfen. Nur in dem besonderen 
Fall, in dem wir einen Hefestamm unter verschiedenen Bedingungen 
untersuchen und uns der Ausfall der Nadi-Reaktion und die Atmungs- 
stirke bei mindestens einer Versuchsanstellung bekannt sind, kénnen 
wir mit einiger Sicherheit aus dem hodheren oder niederen Prozentsatz 
nadi-positiver Zellen der weiteren Kulturen auf eine vergleichsweise 
starkere oder schwachere Atmung schlieBen. Weiter reichen aber die 
Riickschliisse, die der Nadi-Prozentsatz erlaubt, nicht. 

Richten wir unser Augenmerk nun anstatt auf den Prozentsatz posi- 
tiver Zellen auf den vorherrschenden Farbton: Wir hatten bereits fest- 
gestellt, daB wir daraus, daB etwa die blaBblauen Zellen in einer Kultur 
im Ubergewicht sind, nicht schlieBen diirfen, da8 diese Kultur eine 
besonders schwache Atmung hat, ebensowenig wie die vorwiegend tief- 
blaue Farbung zu dem SchluB berechtigt, daB die Atmung bei dieser 
Kultur bedeutend starker sein miiBte als bei der mit blaBblauen Granula. 
Demnach kann man lediglich bei Kombination der beiden Faktoren, des 
Prozentsatzes und Farbtons insoweit Schliisse ziehen, daB man von einer 
Kultur mit geringem Prozentsatz nadi-positiver Zellen, die wiederum 
vorwiegend blaBblaue Granula haben, annimmt, daf sie nur schwach 
atmet, wahrend umgekehrt ein hoher Prozentsatz vorwiegend_tief- 
blauer Zellen zu der Annahme berechtigt, daB die fragliche Kultur 
stark atmet. 

Aus unseren Versuchen ging aber hervor, daf der Nadi-Farbton einer 
Kultur uns offenbar noch einen weiteren Schlu8 erlaubt, naémlich auf 
die Garung der Hefe. Wir fanden keine Kultur mit einem hoéheren 
Prozentsatz tiefblauer Zellen, die gegairt hatte, und umgekehrt keine 
gairende Kultur mit einem nennenswerten Anteil tiefblauer Zellen. Wenn 
wir eine Kultur mit zahlreichen tiefblauen Zellen vor uns haben, scheinen 
wir daher zu der Annahme berechtigt, daB diese Kultur nicht gart. Um- 
gekehrt diirfen wir allerdings nicht annehmen, da eine Kultur mit 
blaBblauer Nadi-Farbung gart, auch wenn wir in unserem Material keine 
Ausnahme von dieser Regel finden, denn es ist selbstverstaéndlich, daf 
auch eine nicht girende Kultur, sofern sie nur sehr schwach atmet, nur 
einen bla8blauen Nadi-Farbton ausbilden kann. Jedenfalls ist es unseres 
Wissens das erste Mal, da® iiberhaupt auf die Méglichkeit hingewiesen 
wird, an Hand der Nadi-Reaktion eine Aussage tiber das Garungs- 
verhalten zu machen. 

Wie wir einleitend erwahnten, wandten auch SLONIMSKI u. EPHRUSSI 
(1949) die Nadi-Reaktion an, und zwar ebenfalls in Parallele zu Atmungs- 
messungen. Sie fiihrten diese Methode damit in die Hefegenetik ein. 
Wir wiesen aber bereits darauf hin, daB sie die alte Methode der in vitro 
Farbung benutzten, bei der vermutlich die Feinheiten, die wir mit der 
Lebendfarbung beobachteten, verlorengingen. Auf jeden Fall ist aber 
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unsere Methode der Einzelbeobachtung einer photometrischen Aus- 
wertung ganzer Suspensionen, bei der alle Einzelheiten verlorengehen, 


iiberlegen. 
Zusammenfassung der Ergebnisse 

1. Es wurde festgestellt, daB der Ausfall der Nadi-Reaktion nach 
2 Gesichtspunkten beurteilt werden mu, ndimlich nach dem Prozent- 
satz positiver Zellen und nach dem Farbton, den die Granula der posi- 
tiven Zellen zeigen. [ 

2. Der Nadi-Farbton wird offenbar auBer von der Atmung von dem 
physiologischen Gesamtzustand der Zelle bestimmt. So scheint die 
Garung die Ausbildung des tiefblauen Farbtons zu verhindern. 

3. Der Prozentsatz nadi-positiver Zellen gibt fiir verschiedene Kulturen 
ein und desselben Hefestamms im giinstigen Falle einen Anhaltspunkt 
fiir die relative Intensitaét der Atmung, indem ein héherer Prozentsatz 
positiver Zellen eine starkere Atmung als bei der Vergleichskultur an- 
zeigt und umgekehrt. Riickschliisse auf die absolute Atmungsstirke 
einer Kultur kénnen in keinem Fall gezogen werden. 

4. Das Verhiltnis von Gasstoffwechsel einerseits und Ausfall der 
Nadi-Reaktion andererseits scheint stammspezifisch. Darum dirfen keine 
Riickschliisse von einem Stamm auf einen anderen gezogen werden. 


Herrn Prof. Marquarpt mochte ich fiir die Uberlassung des Themas und die 
Forderung der Arbeit danken. 
Mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
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(Aus dem Botanischen Institut der Universitit Tiibingen) 


Bakteriensymbiose bei Volvox aureus Ehrenberg * 
Von 
BRIGITTE HAMBURGER 


(Hingegangen am 5. September 1957) 


In der vorliegenden Arbeit wurde das Problem der Symbiose von 
Volvox aureus untersucht. Vor 50 Jahren beschaftigte sich Moriscu 
(1903) mit der Frage, ob Volvoxkugeln mit anderen Lebewesen zu- 
sammenleben. Er stellte fest, da sich Amében und Fadenbakterien als 
Parasiten in den Volvoxkugeln befanden. Besonders gegen Ende der 
Vegetationsperiode wurde die Schadigung deutlich sichtbar. In dem- 
selben Jahr erschien eine Arbeit von REtNxKe (1903) ,,Symbiose von 
Volvox und Azotobacter‘. BENECKE u. KEuTNER (1903) hatten schon 
friiher entdeckt, da Algen in Nahrlésung an ihrer Oberflache mit Azoto- 
bacter behaftet sind, ,,also gewissermaBen ein Organ zur Assimilation des 
im Meerwasser in unbegrenzter Menge absorbierten Stickstoffes be- 
sitzen“. Auch an der Oberflache der SiiSwasseralgen fand KnutNer 
Azotobacter. REINKE, der das gleiche Phanomen beobachtete, nahm nun 
an, daB Azotobacter durch die griine Zelle der Volvoxkugeln mit Kohlen- 
stoff in organischer Form versehen werde und dafiir vielleicht Stick- 
stoff in gebundener Form abgibe. Auch FiscuEr (1904) sprach von einer 
Symbiose von Azotobacter und Oscillatorien und vermutete einen gegen- 
seitigen Austausch von Kohlenhydraten einerseits und Stickstoffver- 
bindungen andererseits unter den Partnern. Die letzte mir bekannt 
gewordene Arbeit ttber Symbiosen von Algen mit anderen Lebewesen 
stammt von Korinek (1928) und behandelt ebenfalls die Bakterien- 
symbiose bei Oscillatorien. Seiner Ansicht nach kénnten die Bakterien 
nicht bloB Verunreinigungen sein; denn sie lassen sich nicht ohne weiteres 
verdrangen, und jeder der beiden lebenden Kulturpartner scheint daraus 
seinen Nutzen zu ziehen. Auffallend ist, da auBer Azotobacter nie andere 
Bakterienformen als Begleiter von Algen genannt werden. In der jiing- 
sten Zeit untersucht RuscHMAann (1956) diese Frage hauptsachlich an 
Chlorella und Scenedesmus. 

Nach den Ergebnissen der im folgenden geschilderten Versuche méchte 
man jedenfalls vermuten, da8 den Bakterien eine nicht unwesentliche, 
wenn nicht sogar lebenswichtige Bedeutung zukommt. 


* Dissertation der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat der Uni- 
versitat Tiibingen. 
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Gibt es Beziehungen zwischen dem Wachstum der Algen und den mit 
ihnen vergesellschafteten Bakterien und welcher Art sind sie? Die Unter- 
suchungen beschrankten sich auf nur eine Alge — Volvox aureus — und 
die Bakterien, die unter den Bedingungen der Roh- und Reinkultur mit 
ihr zusammenleben. Es sollte versucht werden, die Algen von diesen Be- 
gleitorganismen zu befreien. Wiirde Volvox ohne sie leben und sich ver- 
mehren kénnen? 


I. Material und Methodik 
Einige Volvoz-Kolonien wurden am 29. 5. 1954 einem Weiher (mit 
reichem Hippuris-Bewuchs) auf dem Spitzberg bei Tiibingen mit dem 
Planktonnetz entnommen. Sie bildeten den Grundstock fiir alle nun 
folgenden Volvox-Kolonien, die zu Versuchen verwendet wurden. 


a) Néhrlésungen 

Volvox ist eine sehr empfindliche Alge, wie schon aus ihrem Verhalten am 
natiirlichen Standort hervorgeht. Triibe Tage oder zu starke Erwarmung wirken 
schadigend. Dies konnte leider auch gelegentlich bei UnregelmaBigkeiten im Betrieb 
der Konstantraume festgestellt werden. Wenn die Volvoxkugeln 6 Std lang einer um 
6—8° C erhéhten Temperatur ausgesetzt waren, erholten sie sich nur dann, wenn sie 
wieder in die optimale Temperatur von 16°C gebracht wurden. Die Erholung 
brauchte langere Zeit und war erst in der folgenden Tochtergeneration vollstandig. 
Besonders auffallend ist dabei der Chlorophyllverlust, der schon nach 8—10 Std 
sehr deutlich sichtbar ist. 

Zugaben von Hisensalzen bewirken auch in kleinsten Dosen eine noch gréBere 
Schidigung; Zugaben von Kaliumsalzen konnten ebenfalls keine Besserung herbei- 
fithren. An den durch zu hohe Temperatur geschadigten Volvoxkolonien tritt 
auBerdem in stirkerem MaBe das Platzen der groBen Mutterkugeln auf, ein Phano- 
men, welches bereits nach den ersten zwei Stunden der Temperaturerhéhung zu 
beobachten ist. 

Nachdem die giinstigste Nahrlésung ausfindig gemacht worden war, wurden die 
Kulturen alle 14—16 Tage in neues Nahrmedium umgebettet. Dazu wurde der 
Inhalt eines Reagensglases in ein Boverischilchen geschiittet; die Volvoxkugeln, 
die sich — angezogen von einer Lichtquelle — an einer Stelle des Randes dieser 
Schalchen versammelt hatten, wurden mit einer Pipette herausgefischt und in ein 
neues Réhrchen umgebettet. 

Zuerst wurde versucht, Volvox in der bekannten Niahrlésung nach UsprNnsk1 
(1925) zu ziehen; die Kulturen verloren jedoch nach kurzer Zeit ihre kraftig griine 
Farbe. AuBerdem sanken die Kolonien zu Boden und zeigten bald keine Bewegung 
mehr. Die Tochterbildung erfolgte zuerst sehr langsam und unterblieb schlieBlich 
ganz. 

Die gleichen Befunde ergaben alle weiteren hier angewendeten anorganischen 
Nahrlésungen, deren Rezepte bei Faust (1932) zusammengefakt sind. Gute 
Erfolge wurden dann mit folgender Nahrlésung erzielt (modifiziert nach Prras- 
HEIM, 1949), die auch bis heute weiter verwendet wurde: 

{. Erdabkochung-Stammlésung: 300g gut durchgefaulte Lauberde mit 
1000 cm® Aqua bidest. 11/, Std im Dampftopf kochen. Nach langsamem Abkiihlen 
gut durchfiltrieren, mit wenig Ather durchschiitteln und nochmals kurz aufkochen. 
Nach dem Abkochen im Kiihlschrank aufbewahren. — 2. 5 g Na,HPO,; 250 cm? 
Aqua bidest. — 3. 25 g NaNO,; 250 cm? Aqua bidest. 
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Gebrauchslésung: 10 cm* Lésung 1; 300 cm Aqua bidest. steril.; 0,3 em3 
Lésung 2; 0,3 em? Lésung 3. Moglichst steril in Rohrchen zu 5 cm? abfiillen und an 
drei aufeinanderfolgenden Tagen je 20 min im stromenden Dampf sterilisieren. 

Kin Nachteil der Erdabkochung liegt darin begriindet, daB ihre genaue Stoff- 
zusammensetzung bis heute unbekannt ist, und auch jeder neue Ansatz — trotz 
Verwendung gleichen Laubes — Schwankungen in der Zusammensetzung bedingt 
(PRINGSHEIM 1936). Fiir die Dauerkultur von Volvox aureus ist nur Aqua bidest. 
geeignet. 

Die fertige Nahrlésung hatte einen py-Wert von 7,1, der im Laufe von 14 Tagen 
um 0,2—0,4 sank, wenn die Kulturen gesund waren. Wurden die Kulturen zwischen- 
durch gréReren Temperaturschwankungen ausgesetzt, so daB die Bakterien — 
denen wir diese py-Verschiebung zuschreiben — sich schneller entwickelten, dann 
fiel der py-Wert auffallend rasch auf 6,2 ab. Gemessen wurde mit einem Pusl-py- 
Meter, Typ 11. 

In den Versuchen mit Nahrlésungen nach Gurpzs (1951) mit einem py von 5,8 
wurde das Gedeihen der Volvoxkugeln etwas beeintrachtigt (im Gegensatz zu 
HLudorina und Pandorina). 

Versuche mit durch Filterpapier grob filtriertem Teichwasser, so daB andere 
Algen oder gar tierische Lebewesen ausgeschieden waren, ferner mit sterilisiertem 
Teichwasser (im Dampftopf ohne Druck) als auch mit Teichwasser, welches durch 
Bakterienfilter gegeben worden war, zeigten auf langere Zeit nicht den gleichen 
Erfolg. 

Auch gegen bestimmte Stoffe, die vom Glas der KulturgefaBe abgegeben werden, 
erwies sich Volvox aureus als sehr empfindlich. (Hs kam nur Jenaer Gerateglas 20 
zur Verwendung.) 


b) Kulturverfahren 


Die Species-Reinkulturen von Volvox aureus wurden unter immer gleichbleiben- 
den Bedingungen in einem Konstantraum aufbewahrt, der im allgememen eine 
Temperatur von 16 + 1° C hatte und mit Dauerlicht 2500 Lux — gemessen unter 
dem Leuchtsatz — versehen war. Die Kulturen wurden in Reagensglasern gehalten, 
die in kleinen 5,8 cm hohen Blechbiichsen seitlich unter dem Leuchtsatz standen. 
Die Glaser wurden immer mit 5 cm*® der Nahrlésung beschickt. Die Algen vermehr- 
ten sich gut, allerdings nicht immer im gleichen Rhythmus. Die Generationsfolge 
scheint jahreszeitlich bedingt zu sein, woriiber an anderer Stelle berichtet wird. 
(Burcrk, HAMBURGER unveroffentlicht.) Die Kulturen wurden stets nur zu den 
Versuchsansitzen aus den Kammern geholt. Die GréBe der Algenkolonien war dabei 
nicht immer die gleiche; nur im Frithjahr war es z. B. méglich, bereits mit bloBem 
Auge den Ansatz der Enkelkugelbildung in den Kolonien zu beobachten. Trotz 
diesen GréBenunterschieden enthielten die Kugeln bis auf wenige Ausnahmen 
immer 5—8 Tochter- bzw. Enkelkugeln. 


Es wurden nur vegetative Formen beobachtet, obgleich durch Licht-, 
Temperatur- und Nahrmediumsinderungen versucht wurde, auch einmal 
eine generative oder eine Dauerform zu erhalten. Auch bei den zu wieder- 
holten Malen aus den Tiimpeln gefischten Algen konnten nur vegetative 
Formen beobachtet werden. 

Die Algen wurden unter den verschiedensten Bedingungen aufgezogen : 
Sie wurden im Brutschrank mit und ohne Licht bei 25° C und bei 28° C 
aufbewahrt. Kiihlschranktemperatur vertrugen sie verhaltnismabig gut. 


Die Nahrmedien wurden angesduert und in rascher Folge gewechselt. Bei 
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allen diesen Versuchen, von denen nur einige erwahnt sind, konnte eine 
generative Fortpflanzung oder Dauerform nie beobachtet werden. Dies 
gelang auch nie in solchen Rohkulturen, die mit den urspriinglichen 
Organismen zusammengelassen und von tierischen Lebewesen méglichst 
befreit worden waren, weil Volvox besonders durch Cyclops sehr schnell — 
angegriffen wird und binnen 48 Std in der Rohkultur bereits alle Volvox- 
kolonien durch sie vernichtet worden waren. 

Wenn in einem Rohrchen vier oder fiinf Volvoxkugeln gehalten 
wurden, dann zeigten diese ein besseres Wachstum als die einzeln 
gehaltenen Kolonien (Klonkolonien). Doch trifft die Angabe KNoKEs 
(1924), daB sie einzeln fast nicht kultivierbar sind, fiir unser Material 
nicht zu; denn alle nachfolgend beschriebenen Versuche sind mit Volvox- 
kolonien gemacht worden, die einmal aus einigen Kolonien als Klon- 
kolonien herangezogen worden waren. 

Die Volvoxkolonien enthielten, wie alle anderen aus dem Tiimpel 
gefischten Algen, eine betrachtliche Anzahl von Bakterien und Actino- 
myceten. Proben des Tiimpelwassers wurden auf verschiedenen Nahr- 
béden zu Kulturen verarbeitet, um eine méglichst groBe Zahl der mit den 
Algen zusammenlebenden Organismen zu erfassen. Verwendet wurden 
gewohnlicher Bouillonagar, 1/; Dextroseagar, Malzagar, Nahrgelatine, 
Hefenahrboden und Faulnisbakterienagar nach Swart-FUCcHTBAUER 
(1950) usw. Die mit diesen Nahrbéden angelegten Kulturen wurden 
aerob, in den ersten Ansatzen zur Orientierung auch anaerob bebriitet. 

Die Wasserproben zeigten nur sehr selten Pilzwachstum. Der gré8te 
Teil der Begleitkeime verschwand aus den Volvoxkulturen bereits nach 
dem ersten Uberbetten; es blieben nur zwei Pseudomonas-Stimme librig, 
die auch weiterhin deren staindige Begleiter blieben. 


Volvoxkulturen, die mir freundlicherweise aus dem Max-Planck-Institut fiir 
Biologie, Titbingen, iitberlassen worden waren, enthielten die gleichen Pseudomonas- 
Stimme. Diese Volvoxkulturen waren vor einigen Jahren aus einem Tiimpel 
zwischen Hechingen und Rottenburg gefischt worden. 

Auch erst zum SchluB der Versuche erhaltene Volvoxkugeln aus dem Teich des 
Hohenheimer Botanischen Gartens zeigten bereits nach der ersten Kulturpassage 
nur diese beiden Pseudomonas-Stimme. Diese Tatsache spricht gegen die Annahme, 
daB Wasservégel diese Bakterienstiimme tibertragen hiatten oder da8 Einfliisse des 
geologischen Untergrundes dafiir verantwortlich sind. Trotz vielfacher Bemiihungen 
von Herrn Dr. Burcrk war es leider innerhalb der Versuchszeit nicht méglich, 
Volvox auch noch von anderen Standorten zu erhalten. 


II. Versuche zur Befreiung der Volyoxkolonien 
von den Begleithakterien 
1. Durch Waschen 
Zuerst wurde mit der von PrinasHEem (1949) beschriebenen Wasch- 
methode versucht, die Algen von den Bakterien zu befreien. Anfangs 
schien dieses Verfahren auch erfolgreich zu sein. 
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Die Kugeln wurden in steriler Nahrlsung gewaschen, nachdem festgestellt worden 
war, daB das hierzu zuerst benutzte sterile Aqua bidest. die kraftigen Kugeln — 
und auf die kam es ja gerade an — schneller zum Platzen brachte. Die Kugeln 
wurden in die oben beschriebene Nahrlésung in Boveri-Schalchen von 6 em@ 
gebracht. An die eine Seite wurde, 1 cm vom oberen Rand entfernt, eine Mikro- 
skopierlampe gestellt. Die Algen wurden auf der entgegengesetzten Seite des 
Schalchens mit einer Pipette in die Nahrlésung eingebracht und konnten dann, 
angezogen vom Licht, auf die andere Seite hintiberschwimmen. 

Es wurde dabei auch beobachtet (2—3 Tage nach dem Umbetten), da® die 
Geschwindigkeit des Schwimmens nicht vom Alter der Kugeln abhingig ist, 
_ sondern von der Jahreszeit. Im Winter brauchten die Algen 60—65 sec, um eine 
Entfernung von 4 cm zu durchschwimmen, im Sommer und Herbst hingegen nur 
40—50 sec, im Frithjahr sogar nur 30sec. Da bei diesen Versuchen alle AuBen- 
faktoren, insbesondere die Beleuchtungsstiarke, stets die gleichen waren, darf man 
dieses Verhalten wohl als eine ,,endogene Rhythmik im physiologischen Verhalten‘‘ 
bezeichnen, wie sie Prrson (1954) auch bei Chlorella feststellte. Die Zahl der 
Bakterien wurde nur kurzfristig durch das Waschen verringert. Obwohl nach 13- bis 
15maligem Waschen keine Bakterienkulturen mehr auf Agar wuchsen, waren doch 
bei Kontrollen der nunmehr scheinbar bakterienfreien Volvoxkulturen nach 
wenigen Tagen wieder Kolonien zu sehen. Alle Proben wurden auf gewohnlichem 
2%igem Nahrbouillonagar mit Zusatz von NaCl und K,HPO, angesetzt, der fiir 
beide sehr giinstig schien. Selbst bei Versuchen, bei denen die Algen bis zu hundert- 
mal gewaschen worden waren — die einzelnen Waschwasser wurden immer kulturell 
kontrolliert —, tauchten auch danach wieder die beiden Pseudomonas-Stamme in 
den Volvoxkulturen auf. 

Kugeln, die haufig diesem Reinigungsproze8 unterworfen worden waren, 
erschienen mitunter leicht ,,kranklich‘‘ und erholten sich manchmal nur sehr 
langsam. Abpraparierte Hiillen zeigten bei spiteren Versuchen nach 20maligem 
Waschen 1—4 kleine Bakterienkolonien, die so fest an der Mutterhiille hafteten, 
daB weder der Wasserstrom noch andere mechanische Beriihrung sie entfernen 
konnten. Bei allen diesen Versuchen traten das ganze Jahr hindurch die beiden 
Pseudomonas-Stamme in den Kontrollkulturen immer etwa im gleichen Verhaltnis 
1:1 auf. 

Der Einfachheit halber werden die Pseudomonas-Stéamme mit ,,a“‘ und 


,,0 bezeichnet. Die b-Stabchen farben den Agar schon nach 48 Std ganz 
braun, die a-Stabchen hingegen wirken auf Agar opalescierend. 

Die Bakterienkolonien wurden nach 18—24 Std auf dem Agar sichtbar, 
wenn sie im Thermostaten bei 30° C bebriitet wurden. Volvoxkulturen 
hatten nach 48 Std etwa 200 Kolonien der beiden Bakterienstamme, 
wenn sie in 0,01 cm? der Nahrlésungen in Agarkulturen umgebettet 
worden waren. Die Zahl der Bakterien stieg dann im Laufe der nachsten 
acht Tage auf das Doppelte an. Auch hier war das Verhiltnis a:b immer 
1:1. Die Kolonienzahl stieg dann in den folgenden acht Tagen auf 
700—800/0,01 em Nahrlésung an. (Diese Angaben gelten immer fiir die 
Kulturen in den Rohrchen, in denen nach 14 Tagen 70—100 Volvox- 
kugeln vorhanden waren.) Die mit Teichwasser angesetzten Proben 
hatten allerdings einen 10—100fach gréBeren Gehalt allein an diesen 
beiden a- und b-Stabchen, ganz abgesehen von den zahlreichen anderen 
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Eine Reinigung durch Zentrifugieren kam wegen der wtberaus 
grofen Empfindlichkeit der Volvoxkugeln gegentiber mechanischer 
Beanspruchung ebenfalls nicht in Frage. 

Deshalb sollte nun eine Reinigung der Volvoxkolonien durch Anti- 
biotica versucht werden. Zum Vergleich wurden mit anderen Algen Test- 
versuche angelegt, die Empfindlichkeit war unterschiedlich (BuRCIK und 
HAMBURGER, unveroffentlicht). 


2. Durch Anwendung von Antibiotica 
a) Wirkung der Antibiotica auf die Begleitbakterven 

Verwendet werden Penicillin, Streptomycin, Aureomycin, Achromycin 
und Terramycin. Zuerst wurden die iiblichen Lochtest- und Plattentest- 
versuche nach HENNEBERG (1949) zur Priifung der Wirksamkeit auf 
Bakterien angesetzt. 

Penicillin. Verwendet wurde ein Praparat der Farbwerke Hoechst 
A.G. (Penicillin G). Beide Stémme, a und b, sind gegeniiber Penicillin 
kaum empfindlich; es miissen schon recht hohe Konzentrationen 
angewendet werden. Da mit diesen Antibioticaversuchen die Volvox- 
kulturen vor allem von den beiden stindigen Begleitbakterien befreit 
werden sollten, wurden die einzelnen Teste folgendermafBen angesetzt: 


Der fiir je fiinf Platten vorgesehene Agar wurde mit 0,1 cm*® Suspension der 
betreffenden Keimart (a oder 6) gemischt. Dabei wurde die Konzentration so 
gewahlt, daB die Keimzahl je Kubikzentimeter dem Keimgehalt einer reichlich mit 
Bakterien behafteten Volvoxkultur ungefahr entsprach. Diesen Mischungen 
wurden auferdem vor dem Erstarren verschiedene Mengen von Penicillin G zu- 
gesetzt. Die Versuche wurden 12—15 mal wiederholt. 


Erst eine Penicillin-Konzentration von 5000—10000 ITE/1 em’ wirkte 
abtétend. Die a-Kulturen waren gegeniiber Penicillin weniger empfindlich 
als die b-Kulturen. 

Um den Zeitfaktor genauer zu ermitteln, wurde auch mit Fliissigkeits- 
kulturen anstelle der Agarplatten gearbeitet. Aus den Mischungen 
(Bakteriensuspension -+ Nahrlésung -+- Antibioticum) wurden in den 
ersten 6 Std nach dem Ansatz stiindlich, dann alle 2 Std Proben auf 
Nahragar ohne Antibioticum tibertragen. 

Die Versuche wurden mit Streptomycin — ebenfalls ein Praparat der 
Farbwerke Hoechst A.G. —, Aureomycin, Achromycin und Terramycin 
— Préiparate der Fa. Griinenthal A.G., Stolberg, in der gleichen Weise 
durchgefiihrt. Die Ergebnisse unterschieden sich zwar in der verschiede- 
nen Empfindlichkeit, sollen aber an dieser Stelle nicht einzeln aufgefiihrt 
werden. 

b) Wirkung der Antibiotica auf Volvow aureus 

Trotz den sehr wenig versprechenden Vorversuchen wurde die Wirkung 
der Antibiotica auf Volvox awreus untersucht. Zu diesen Versuchen 
wurden Volvoxkugeln méglichst gleicher GréBe genommen. 
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Die in Erdabkochung gelésten Antibiotica wurden in Verdiinnungsreihen an- 
gesetzt und die Reagensréhrchen wiederum mit 5 em? — und zwar immer zebn mit 
der gleichen Konzentration — beschickt. In die Réhrehen wurden dann je 10 bis 
15 Volvoxkugeln, die vorher 5mal vorsichtig gewaschen worden waren, gesetzt. 
Diese Kugeln wurden zuerst 24 Std in diesem mit einem Antibioticum versetzten 
Nahrmedium belassen, danach die ganze Fliissigkeitsmenge in Boverischalchen 
gegeben und dann mit gréBter Vorsicht nach der iiblichen Methode mehrmals 
gewaschen und schlieBlich in reine Erdabkochung gebracht. 

Nachdem sich aber zeigte, daB die Volvoxkugeln diese Behandlung 
nicht aushielten, muBte zunichst festgestellt werden, wie lange Volvoza 
uberhaupt einer Antibioticabehandlung ausgesetzt werden kann. 


Hohlgeschliffene Objekttrager wurden mit 0,5 cm der antibiotischen Nahrlésung 
abgestufter Konzentration versehen und sofort mit Deckglaschen abgedeckt (zur 
Kontrolle natitrlich auch immer normale Erdabkochung). Fiinf Volvoxkugeln 
wurden dann in eine Konzentrationsstufe itberimpft, nachdem sie vorher, wie oben 
beschrieben, vorsichtig gewaschen worden waren. Um sie iiberimpfen zu kénnen, 
wurde iiber die Schalchen ein kleiner Dunkelsturz mit einer Offnung gelegt, durch 
die nur normales Tageslicht fiel. Kurzzeitige Beobachtungen wurden dann unter 
dem Mikroskop durchgefiihrt. Volliger Farbverlust bzw. Veranderungen der Farbe 
und Aufhéren des Schlagens mit den Flagellen wurden als Charakteristika starker 
Zelschadigungen angenommen. Verwendung eines zweiten Mikroskops fiir die 
Kontrollkulturen machte es méglich, durch Vergleichen Verainderungen festzu- 
stellent. 

Penicillin. Nach wenigen Versuchen stand fest, da Volvox Konzen- 
trationen von 100 IE/cm®%, die auf die Bakterien nur hemmend wirkten, 
nicht aushielt. Algen, die 24 Std in dieser Lésung waren, waren nicht 
mehr zum Ergriinen zu bringen. Mit einer Konzentration von 50 IE/cm? 
fiir die Dauer von 12 Std konnte man nach mehrmaligem Umbetten 
wieder sehr schéne groBe griine Kugeln erhalten, deshalb wurden noch 
einmal Versuche unter sonst gleichen Bedingungen mit hoheren Konzen- 
trationen, aber kiirzerer Behandlungsdauer gemacht. Dabei zeigte sich, 
da in einer Konzentration von 100 IE/cm® die Algen schon nach 1 min 
geschadigt waren: sie wurden wei, die Flagellen hérten auf zu schlagen, 
und man konnte sehr gut beobachten, wie sie ihre phototaktische 
Orientierung verloren. Aber diese durch Penicillin hervorgerufenen Zell- 
schadigungen sind in hohem Mafe reversibel. Wurden die Algen sofort 
wieder in normales Medium gebracht, nachdem sie vorher einige Male in 
Boverischalchen gewaschen worden waren, dann hatten sie nach 1 bis 
1'/ Std wieder ein normales Aussehen, d. h. sie waren grin und auch die 
anderen Schadigungen gingen wieder zuriick. (Untersuchungen tiber den 
Grad des Farbverlustes — sei es an Chlorophyll oder anderen Farb- 
stoffen — wurden nicht durchgefiihrt, da dazu eine wesentlich gréBere 
Anzucht von Volvox nétig gewesen ware.) Bald wiesen sie auch wieder die 


1 Die Untersuchungen wurden mit einem alteren Standardmikroskop von Zeiss- 
Winkel mit Phasenkontrasteinrichtung und mit einem modernen Standard- 
mikroskop (Zeiss-Winkel) durchgefithrt. 
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normale phototaktische Reaktion auf, die am langsten ausgeblieben war. 
Nach lingerem Beobachten konnte man auBerdem feststellen, daB die 
Teilungsrate erhéht wurde. Diese Eigenschaft halt sich wher zwei 
Generationen. 

Die Reversibilitat der Penicillinschadigung laBt vermuten, dab das 
Penicillin vielleicht nicht in so kurzer Zeit in das Innere der Zelle eintritt 
und darin erhalten bleibt, sondern lediglich die Membrankolloide beein- 
fluBt. Diese Versuche wurden noch erweitert, um zu sehen, ob gegebenen- 
falls dieses Antibioticum in oder an den Kugeln erhalten und aktiv 
bleibt. Volvoxkugeln, die linger als 1 Std in Penicillin gehalten worden 
waren, wurden 25mal vorsichtig gewaschen. Dann wurden Proben des 
Waschwassers auf Agar gegeben, der den auf Penicillin auBerst empfind- 
lich reagierenden Bacillus-subtilis-Stamm enthielt!. Nach der 15. Wa- 
schung enthielten die Waschwasserproben kein oder nur noch so wenig 
Antibioticum, da8 weder eine tédliche noch eine Hemmwirkung auftrat. 
AuBerdem wurden dann auf andere Agarplatten penicillinbehandelte und 
gewaschene Volvoxkugeln gelegt und mit einer sterilen Platinspitze zer- 
driickt. Auch diese Agarplatten enthielten Bacillus subtilis und waren 
bereits schon vorher 6 Std bebriitet worden. Das Wachstum der Bak- 
terien war vollig normal, im Gegensatz zu den mit anderen Antibioticis 
angesetzten Versuchen. Anscheinend wird das Penicillin, wenn tiberhaupt 
aufgenommen, sofort absorbiert und dann inaktiviert. Wie DAMASCHKE, 
Rorestur u. Topt (1955) feststellten, bewirkte Penicillin bei Chlorella 
eine Stimulierung der Atmung bereits nach 80—100 sec. 

Wiederum wurden die gleichen Versuche mit den bereits angegebenen 
Antibioticis gemacht, aber auch diese Ergebnisse sollen hier nicht aus- 
fithrlich behandelt werden. Die Wirkung war nicht immer die gleiche. 

So scheint Streptomycin absorbiert und nicht inaktiviert zu werden, 
mit zunehmender Behandlungsdauer scheint die Absorption auch noch 
zuzunehmen. Ks wurde mit Dosen von 10 bis zu 40 y behandelt. Bei den 
Versuchen mit Streptomycin fiel zum ersten Mal auf, daB die Kugeln in 
den Réhrchen, die keine Bakterien mehr enthielten, erhalten bleiben. 
Tote Hiillen fanden sich nur gelegentlich in ganz frischen Kulturen, was 
darauf zuriickgefiihrt wird, daB die durch das Umbetten verursachte 
Verainderung des Milieus das Schlitpfen der Tochterkugeln beschleunigt 
und tote Hiillen zuriickbleiben. 

Bei Aureomycin tritt eine sichtbare Einwirkung bei einer Konzen- 
tration von 0,03 mg und einer zweiminutigen Behandlung erst viel 
spater auf. Werden die Algen sofort wieder herausgenommen, dann leben 
sie normal weiter, zeigen aber eine ganz besonders starke phototaktische 
Reaktion und eine Erhéhung der Schwimmgeschwindigkeit. 


ea eA aL : ‘ ; Jats 
Dieser Stamm wurde mir freundlicherweise vom Hygienischen Institut, 
Tibingen, tiberlassen. 
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Achromycin hatte die stérkste Wirkung auf Volvox. Die Kugeln 
wurden, nachdem sie 1 min mit einer Konzentration von 0,05 mg/cm? 
behandelt waren, schnell braun, und zwar schon in der ersten Stunde 
nach dem Waschen. Die Kugeln blieben so iiber Wochen erhalten und 
erholten sich nicht mehr; es zeigte sich weder Autolyse noch Zersetzungen 
durch irgendwelche Bakterien. 

Tests mit zerdriickten Volvoxkugeln und Bacillus subtilis zeigten, da 
das Antibioticum auch in den Kugeln seine Wirkung behalten hatte, und 
zwar scheint sie hier proportional der angewendeten Konzentration zu 
sein. Kine Anhadufung des Antibioticums wahrend langerer Zeit konnte 
hingegen auf diese wenig exakte Art nicht festgestellt werden. 

Terramyecin wirkte auf Volvox relativ wenig schidigend. Konzen- 
trationen von 0,05 mg/cm® schadigten erst nach 24stiindiger Behandlung 
so, daB die Kugeln sich selbst nach mehrmaligem Waschen nicht mehr 
erholten. Lief man die gleiche Konzentration nur 1 min einwirken und 
wusch die Kugeln anschlieBend, so wurden die Teilungsgeschwindigkeit 
und besonders das Wachstum stark angeregt. Die gréfere Teilungs- 
geschwindigkeit bleibt auch noch tiber zwei weitere Generationen 
erhalten. Die Empfindlichkeit ist jahreszeitlich verschieden}. 


3. Vernichtung der Begleitbakterien durch B-Naphtol 
und Salicylsdure 

Nach den Antibiotica-Versuchen wurde die von Wat (1955) fiir 
Chlorella angegebene Reinigung mit f-Naphtol und Salicylsdure an- 
gewendet. 0,02 g/em® £-Naphtol téteten beide Bakterien ab, ebenfalls 
beim Lochtest, und zwar ganz besonders rasch die b-Stabchen, Salicyl- 
siure dagegen in der gleichen Konzentration nur die a-Stabchen. 
Volvoxkolonien wurden nun verschieden lang (1 min—3 Std) in 0,02 g/em* 
B-Naphtol belassen. Die Kugeln wurden gewaschen und wieder in 
Rohrchen gebracht. Eine Schidigung konnte nicht festgestellt werden. 
Die Kugeln waren frei von Bakterien. Aber nach 4 Tagen schien sich das 
Bild zu andern; denn Volvox entwickelte sich nicht weiter. Am 8.Tag 
nach der Behandlung lagen alle Volvoxkugeln farblos am Boden. Diese 
Kolonien haben sich iiber 1 Jahr lang sehr gut in den Reagensrohrchen 
gehalten und wurden durch Bakterienzerfall oder Autolyse nicht ge- 
schadigt. Es ist nicht anzunehmen, daf die Lésung noch Naphtol ent- 
hielt, da die Kugeln auch bei wiederholten Versuchen bis zu 40mal 
gewaschen worden waren. 

4. Mechanische Reinigung durch steriles Priparveren 

SchlieBlich gelang es, die Begleitbakterien durch eine relativ einfache 

Prapariermethode zu entfernen. 


1 Auer an Volvox wurde die Wirkung der Antibiotica auf Hudorina, Pandorina 
Scenedesmus, Chlorella u. a. untersucht. 
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Eine relativ groBe Volvoxkugel wurde mittels einer sterilen Pipette mit einer 
méglichst geringen Fliissigkeitsmenge auf einen sterilen Objekttrager gebracht. Eine 
kleine Platinnadel, die lanzettformig flachgehammert war, wurde abgeflammt, in der 
Fliissigkeit geléscht, die Volvoxkugel aufgestochen und die Mutterkugel abgezogen. 
Da die Tochterkugeln lose miteinander verbunden sind, gelang es meistens mit dem 
gleichen Handgriff, alle Tochterkugeln auf einmal zu befreien. So lagen sie meist 
dicht zusammengedrangt auBerhalb des Tropfens und wurden dann mit einer 
sterilen Pipette in die UntersuchungsgefaBe gebracht. Um so rasch arbeiten zu 
kénnen, daB Austrocknen oder eine Luftinfektion vermieden wurde, muBte frei- 
handig und ohne optische Gerate prapariert werden. 

Die auf diese Weise freipraiparierten Tochterkugeln ergaben nach 
Ubertragung in sterile Kulturréhrchen mit Erdabkochung bakterienfreie 
Volvoxkulturen. Zum Abschlu8 jedes Versuches wurde die ganze Nahr- 
lésung mit den Kugeln in Nahragar gegeben (auf mehrere Schalen ver- 
teilt). Nur selten zeigte sich eine Verunreinigung mit Begleitbakterien ; 
diese konnten in der Regel schon vorher durch den besonderen Ent- 
wicklungsverlauf, den Volvoa in diesen Réhrchen zeigte, erkannt werden 
(siehe unten). 

Im Gegensatz zu den mit Bakterien behafteten Volvoxkugeln ent- 
wickelten sich die sterilen Volvoxkolonien in steriler Nahrlésung sehr 
schlecht und gingen bald ein. Um festzustellen, ob diese Schadigung 
durch die oben geschilderte Préparation verursacht worden war, wurden 
ebenfalls praparierte Volvoxkugeln in Erdabkochung gegeben, der a- 
oder 6-Stabchen oder beide im Verhaltnis 1:1 zugesetzt wurden. Bei 
diesem Verfahren gab selbst eine einzige Volvoxkugel, bei der zwar 
anfangs die Bildung von Tochterkugeln noch verzégert war, spater 
normale Klonkolonien von Volvox aureus (vgl.dann weiter S. 301). 


Ill. Einflu8 der Begleithakterien auf Volyox aureus 


I. Beeinflussung von Volvox aureus durch lebende Bakterien 


Die praparierten Volvoxkugeln lagen am 1. Tag noch am Boden der 
Rohrchen, lésten sich aber innerhalb der ersten 12 Std vollstiandig von- 
einander, wenn dies nicht schon vorher durch mechanische Einwirkung 
(Schiitteln der Réhrchen) geschehen war. Dann begannen sie in den 
Roéhrchen herumzuschwimmen, und zeigten, ebenso wie normal weiter- 
gefiihrte Kulturen, das Bestreben, méglichst zur Lichtseite zu gelangen. 
Sie wuchsen nur sehr langsam, und diejenigen, die bei der Préparation 
noch keine neuen Tochterkugeln gezeigt hatten, kamen selten dazu, ihre 
inzwischen gebildeten, nur langsam gedeihenden Tochterkugeln ins Freie 
zu bringen, und wenn das geschah, blieben diese sehr kiimmerlich. 

Die sterilen Volvoxkugeln behielten in den ersten 8 Tagen noch ihre 
griine Farbe, schwammen herum und zeigten eine gleichmaBige photo- 
taktische Reaktion. Allmahlich verblaBte die Farbe, die Bewegung lie8 
nach und im Laufe der nachsten 2—3 Tage, manchmal auch erst nach 
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5 Tagen, verloren sie ihre Farbe vollstandig und lagen bewegungslos am 
~ Boden. 

Die bakteriologische Kontrolle soleher Kulturen zeigte, da® sie frei von 
Bakterien waren. Wenn jedoch in solchen scheinbar sterilen Kulturen 
Volvox sich normal vermehrte, ergab die Untersuchung stets das Vor- 
handensein der Begleitbakterien a und 6. Diese Kulturen waren also in 
Wirklichkeit gar nicht bakterienfrei! 

Die schon wahrend der Vorversuche aufgetauchte Vermutung, die 
Begleitkeime kénnten fiir die normale Entwicklung von Volvox aureus 
unbedingt notwendig sein, gewann durch diese Beobachtungen eine 
weitere Stiitze. 

Steril praparierte Volvoxkugeln, und zur Kontrolle nur mehrmals 
gewaschene, wurden mit Suspensionen der a- und 6-Stabchen in der 
iiblichen Weise in Réhrchen ohne und mit Erdabkochung gebracht und 
ihre Entwicklung verfolgt. Die Bakterien wurden 24 Std bei 30° C im 
Thermostaten auf normalem Nahragar bebritet; von diesem Agar 
wurden sie vorsichtig mit einem Spatel abgehoben und in sterilem Aqua 
bidest. zentrifugiert, um sie von den zuriickbleibenden Agarresten zu 
befreien. Der Ertrag einer Schale wurde nach dem Reinigen in 25 em$ 
sterilem bidestilliertem Wasser in Erlenmeyerkolben gegeben. Sie 
hielten sich ausgezeichnet in diesen ; noch nach 4 Monaten konnten daraus 
gut wachsende Kulturen erhalten werden. 

Diese Suspensionen wurden nun in verschiedenen Konzentrationen den 
praiparierten und den normal angesetzten Volvoxkulturen zugegeben. Die 
Ergebnisse zahlreicher derartiger Versuche sind in Tab. 1 u. 2 zusammen- 
gefaBt. 

Wurden nur a-Stibchen zugegeben, so entwickelten sich kraftige, 
griine aber kleine Kolonien, deren Tochterkugeln nur selten noch einmal 
Tochterkugeln zustande brachten. Sie hielten sich héchstens zwei 
Generationen lang in einem Rohrchen. Brachte man sie alle 14 Tage in 
frische a-Bakteriensuspension in Aqua bidest., so blieben die Kugeln in 
den ersten 5 Wochen griin, klein und kraftig, gingen dann aber langsam 
ein. Sie bildeten keine Tochterkugeln mehr bzw. diese verkiimmerten. 

Die Zugabe von -Stabchen hatte dagegen ein rasches Wachstum zur 
Folge. Die Volvoxkolonien erschienen aufgequollen, die Tochterkugeln 
wurden schnell entlassen und waren — im Verhaltnis zu denen der 
Vergleichskulturen — sehr gro8. Bereits nach der 1. Generation wurden 
sie jedoch chlorotisch; mehr als zwei Generationen wurden tiberhaupt 
nicht gebildet. In diesem Zustand konnte auch Erdabkochung keine 
Férderung mehr herbeifiihren, obgleich die Kolonien auch noch Wochen 
weiter herumschwimmen. Bringt man sie jedoch rechtzeitig in normales 
Medium (Erdabkochung + gewoéhnliche Anzahl von Bakterien), so 
erholen sie sich nach lingerer Zeit wieder, allerdings wesentlich lang- 
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samer als die Kolonien, die nur in a-Suspension aufgezogen worden 
waren. 

Kulturen, die 6-Stibchen in stairkeren Konzentrationen enthielten 
oder b-Stabchen, die 100 Std und linger bebriitet worden waren, 
wirkten schadigend. Schon nach 60—72 Std sanken die Volvoxkugeln zu 
Boden und nach weiteren 6—7 Tagen war keine Kolonie mehr fest- 
zustellen. 


Tabelle 1. Entwicklung gewaschener Volvoxkugeln 
(in Aqua bidest. mit Bakteriensuspension ohne Erdabkochung) 


nach 9 Tagen nach 20 Tagen 


Keim- 


ea dichte | Entwick- a Beweg- g Entwick- rs Beweg- a 
lungsgrad & lichkeit . 3 lungsgrad i lichkeit & 
10° ++ + ay +] +/+ + Se == 
10° Aas zi + tied | Sora es + 3° =e 
a-Stabchen 104 ++ + + = 3 + st + 
108 t+/+ | + =i = = +/+ + + Ee 
10? +/4 | + == + + 
10° + 2 = i = te + + 
10° + + + + + + + + 
b-Stabchen 104 ++/+ | + + + + + + + 
108 + 4 & ~ +/+ 
10? tt 
108 hsb + + = oe A of + a ab 
a-Stabchen 10° +++ | + + +] ++/+ + + + 
+ 104 +++ + + a Mtoe a fern a + =e 
b-Stibchen 10 ++ + + ++/+ + + + 
10° Ht st a + as 4 = 


Keimdichte: Konzentration der Keime vor der Bebriitung (in 5 em® Nahr- 
losung). 


Die Zahl der Kreuze gibt das MaB fiir die Ausbildung der betreffenden Eigen- 
schaft an: 


Entwicklungsgrad +++ sehr gut, ++ gut, + maBig, +kiimmerlich, — schlecht 


Farbe +++ lebhaft ++ griin, + blaB- + schwach — chloro- 
griin, griin, griin, tisch 
Beweglichkeit +++ sehr bew. ++ bew. + maBig + kaumbew. — am Boden 
bew. liegend 
GréBe +++ sehr groB, ++ groB, + mittel- + klein 
grob, 


Bei Zugabe von beiden, von a- und b-Stiibchen, erfolgte lebhaftes 
Wachstum ; die Kugeln waren sogar gréfer als die, die nur in reiner Erd- 
abkochung gezogen worden waren. 


—— a ae 
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Die gleichen Versuche wurden nun mit den priiparierten Kugeln, je- 
- doch mit nur 2 Suspensionsstarken durchgefithrt: Wie Tab. 2 zeigt, kann 
auch bei steriler Préparation der Tochterkugeln durch Zusatz von a- und 
b-Staébchen eine normale Entwicklung der Volvoxkulturen erreicht 
werden. Wurde auf er den Suspensionen von a- und b-Staibchen noch 
Erdabkochung zugegeben, so anderte sich an den Ergebnissen nur wenig, 
Die praparierten Volvoxkugeln wuchsen vollig normal weiter, wenn sie 
wie tiblich, umgebettet wurden. 


Tabelle 2. Entwicklung préparierter Volvoxkugeln 
(Erlauterungen wie zu Tab. 1) 


Nach 10 Tagen Nach 20 Taegn 
: Keim- re 
Keimart ; 
dichte | Bntwick- 2 Beweg- a Entwick- | 3 | Beweg- a 
Jungsgrad é lichkeit & lungsgrad 2 lichkeit | 8 
. 10° | { ate a5 
a-Stabchen A : : " - 
10 ++/+ is t ae F ae 
2 Lo ae: +{ + “ 
b-Stabchen 3 es . Fe - ty 
10 35 ate 5 wie te Eo ae sr 
a-Stabchen 10° ++ ar - 4 Agar + 4 + 
de 
b-Stabchen 108 fH/t of} + + Se (ea ec a + + 


2. Beeinflussung von Volvox aureus durch Bakterien-Filtrate 


Eine Erklarung, ob bestimmte, von den Bakterien abgegebene Stoffe 
die Entwicklung der Alge fordern, wurde durch Versuche mit Kultur- 
filtraten angestrebt. Fiir die Gewinnung der Filtrate wurden Jenaer 
Ganzglas-Bakterienfilter 11 G5 M und 3 G5 F benutzt und die Filtrate 
anschlieBend auf Anwesenheit von Bakterien gepriift. Tab. 3 gibt einen 
Uberblick iiber die Ergebnisse. 

Die Ergebnisse waren stets gleich, ob nun die Kulturen mit Aqua 
bidest. oder mit Erdabkochung angesetzt, ob die Volvoxkolonien steril 
prapariert oder nur durch éfteres Waschen von der Mehrzahl der an 
ihnen haftenden Begleitbakterien befreit worden waren. 

Auch mit gekochten Bakteriensuspensionen konnten keine giinstigeren 
Ergebnisse erzielt werden. Diese Methoden erbrachten keinen Anhalts- 
punkt dafiir, daB irgendwelche von den Bakterien ausgeschiedene Stoffe 
die stimulierende Wirkung auf die Volvoxkugeln ausitben. 

In Anlehnung an eine Mitteilung von LANDENBERGER (1952), der 
gerade bei Pseudomonas-Staémmen fir Bakterien fordernde und hem- 
mende Substanzen nachwies, wurde gepriift, ob vielleicht ahnliche 
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Befunde in bezug auf die Forderung der Entwicklung von Volvox aureus 
erhoben werden kénnten. Doch fiihrten auch papierchromatographische 
Untersuchungen der durch Gefriervacuumverfahren hergestellten kon- 
zentrierten Filtrate zu keinem greifbaren Ergebnis. 


Tabelle 3. Entwicklung von Volvoxkugeln (mit Filtraten von Bakterienreinkulturen ) 
A ————————————————————————— eee 


Bebriitungsdauer 
K 24 Std 48 Std 72 Std 100 Std 
onzen- | 
a ee t untersucht nach untersucht nach untersucht nach untersucht nach 
er Filtrate 
10 20 10 20 10 20 10 20 
Tagen Tagen Tagen Tagen Tagen Tagen Tagen Tagen 
a 10° ae = 4 = apawtert| sales an Les = 
108 25 = + Z as Se 25 = 
b-10° +/+ = + + a = = = 
108 + = +/+ _— 2h = + = 
a+b 10° 45 cod ee spies + 321 + 
108 spe = =: =e = al ef LS 


Die Zahl der Kreuze gibt den Entwicklungsgrad an: ++ gut, + maBig, + kiim- 
merlich, — abgestorben. 


IV. Beeinflussung von Volvox aureus durch Begleitbakterien 
verschiedener Herkunft 


Von Volvoxkugeln der drei verschiedenen Herkiinfte wurden die 
Begleitbakterien isoliert und dann Uberkreuzversuche angelegt. So 
wurden z. B. steril praparierte Volvoxkugeln vom Spitzberg bei Tiibingen 
mit einer Bakteriensuspension von Hohenheimer Volvoxkolonien zu- 
sammengebracht usw.; insgesamt wurden 18 verschiedene Kombi- 
nationen mit den drei Volvoxstémmen und den je drei a- und b- Bakterien- 
stammen gepriift. Samtliche Versuche ergaben die Austauschbarkeit der 
Volvoxbegleitbakterien. Damit war die Identitét des Wirkungsprinzips 
tiber den jeweiligen Standort hinaus nachgewiesen. 

Gleichzeitig erhob sich aber die Frage, ob nicht auch Bakterien 
verschiedener Art und nicht nur Staémme gleicher Art, aber verschiedener 
Herkunft, stimulierend auf die Entwicklung von Volvox aureus wirken. 


V. Kénnen die Begleitkeime von Volvox aureus dureh andere 
Bakterienarten ersetzt werden? 


Aus der Sammlung des Botanischen Instituts zur Verfiigung stehende 
und frisch aus der Luft oder aus Wasser isolierte Bakterien wurden in der 
itblichen Weise in Aqua bidest. aufgeschwemmt und in verschiedenen 
Suspensionsdichten zuerst den nicht priiparierten, sondern nur mehr- 
mals gewaschenen Algen zugegeben. Die Ansiitze erfolgten sowohl mit 
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als auch ohne Erdabkochung. Nur einige Beobachtungen seien hier 
- angefihrt: 

Bacillus subtilis hatte nach 8 Tagen so itberhand genommen, dai 
Volvoxkolonien nicht mehr zu sehen waren. Bacillus mycoides gedieh in 
dieser nahrstoffarmen Liésung iiberhaupt nicht; trotzdem schienen die 
Kolonien leicht geschadigt und erholten sich erst nach 3—4 Wochen 
vollstandig, obgleich bei Probeentnahmen Mycoides-Kolonien nicht 
mehr angingen. Hine aus der Luft isolierte gelbe Sarcina schidigte Volvox 
binnen 4 Tagen so stark, daB die Kugeln farblos am Boden des Réhrchens 
lagen und nach weiteren 2 Tagen keine Kolonie mehr vorhanden war. 
Proteus vulgaris verbreitete sich ebenso rasch und hatte nach 8 Tagen 
Volvox in der Nahrlosung vollkommen vernichtet. Die gleichen Ergeb- 
nisse brachten weitere Versuche mit anderen Bakterienarten. 

Ein wenig besser schienen zuerst die Ergebnisse nach Zugabe von 
Bactervum coli. 12—14 Tage gediehen die Volvoxkugeln gut, vermehrten 
sich vollig normal, waren sch6n griin, schwammen herum, um sich dann 
innerhalb der folgenden 2—3 Tage auf den Boden der Rohrchen zu legen, 
auszubleichen und nach weiteren 2 Tagen vollig zu verschwinden. 

Die einzig fordernde Wirkung hatte Pseudomonas fluorescens. Wurde 
den steril praparierten Volvoxkugeln eine Suspension dieses Bakteriums 
zugegeben, so erhielt man die gleichen Ergebnisse wie nach Zusatz von 
b-Stabchen-Suspension. Die Volvoxkolonien erschienen tibermabig groB 
und wurden relativ friih chlorotisch. Wurde rechtzeitig noch eine 
Suspension von a-Stabchen hinzugefiigt, so resultierten in jeder Hinsicht 
normale, griine, gut bewegliche Volvoxkugeln mit normaler Entwicklung 
von Tochterkugeln. 


VI. Versuche zur Frage nach dem Wirkungsmechanismus 
der Begleitkeime von Volvox aureus 


Der in der bereits zitierten Arbeit von LANDENBERGER erwahnte, das 
Wachstum von Bakterien fordernde Stoff aus Pseudomonas fluorescens 
ist bereits frither als Lactoflavin identifiziert worden (BIRKHOFER 1948). 
Daher wurden auch Untersuchungen mit bakterienfreien Volvoxkugeln 
unter Zusatz von reinem Lactoflavin durchgefihrt. 


Als Lactoflavin-Stammlésung diente eine Verdiinnung von 1 y/100 cm steriles 
Aqua bidest. Von dieser Lisung wurde jedem Kulturréhrchen zu 5 cm? Erd- 
abkochung 0,1 cm? zugefiigt und dann die steril praparierten Volvoxkugeln ein- 


gebracht. 

Bereits nach wenigen Tagen war die erste Tochtergeneration ge- 
schliipft. Die daraus erwachsenden Subkolonien von Volvow waren 
ungewohnlich groB, ebenso wie die daraus hervorgehenden zweiten 
Tochterkugeln, die bereits nach 10—12 Tagen aus den Mutterkugeln 
entlassen wurden. Zu gleicher Zeit angesetzte Kontrollen mit steril 
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praparierten Volvoxkugeln in Erdabkochung und Zusatz einer ent- 
sprechenden Menge a- und b-Bakterien brauchten dagegen fir die gleiche 
Zahl von Generationen 19—20 Tage. 


———————— 


Im Gegensatz zu den ,,Bakterien“-Volvoxkugeln wurden die Lacto- — 
flavin-Kulturen plétzlich chlorotisch und stellten die Entwicklung ein. — 


Wurden b-Stiibchen zugesetzt, so starben die Kugeln binnen 3—4 Tagen 
ab und verschwanden bald vollsténdig aus den Kulturréhrchen. Zugabe 


von a-Stibchen zu den Lactoflavin-Kulturen von Volvox erhielt die — 
Kolonien bei normaler Umbettung in neues Medium noch weitere 14 Tage — 


am Leben. Die Entwicklungsgeschwindigkeit verlangsamte sich dabei 


auffallend, die Kugeln selbst wurden kleiner und waren lebhaft griin — 
gefarbt. Etwa 6 Wochen nach Versuchsbeginn gingen aber auch diese — 


Kulturen zugrunde. 

Auch Lactoflavinzusatz und Zugabe beider Stabchen (a und b) ergaben 
auf die Dauer kein véllig befriedigendes Ergebnis: Die Generationsfolge 
war zwar beschleunigt, was ja vollkommen den nur mit Lactoflavin 
angesetzten Versuchen entsprach, dagegen war die Anfalligkeit z. B. 
gegen Temperaturschwankungen deutlich erhoht und auch die Farbung 
war nicht rein gritn, sondern mehr braunlich. 

Eine Verainderung der Lactoflavinkonzentration fiihrte ebenfalls zu 
keinen grundsatzlich anderen Ergebnissen. Die 2—5fache Dosis der oben 
angegebenen Menge bewirkte zwar momentan eine noch stirkere 
Steigerung der Generationsfolge, die beschriebenen schadigenden Ein- 
fliisse machten sich aber ebenfalls in um so stiirkerem Mafe bemerkbar. 
Mit niedrigeren Konzentrationen als 0,1 cm* der Stammldésung je 5 cm® 
Erdabkochung lieB umgekehrt die fordernde Wirkung sehr bald nach. 

Weitere Versuche mit Vitamin By, mit dem Vitamingemisch nach 
KILKENNY (1951) u. a., sowie orientierende Proben mit Hefeautolysaten, 
Casein-Hydrolysat, einzelnen Aminosiuren und verschiedenen Zuckern 
lieferten durchweg unbefriedigende Ergebnisse. Die mit diesen Zusitzen 
angezogenen, steril praparierten Volvoxkugeln gingen stets mehr oder 
minder rasch zugrunde. Das einzige Mittel, die Kulturen zu erhalten, 
blieb stets ein rechtzeitiger Zusatz der beiden Begleitkeime in ent- 
sprechender Menge. 

In weiteren Versuchen sollte der Frage nachgegangen werden, ob 
Nahrstoffmangel oder ein Auftreten schadlicher Stoffwechselprodukte in 
den alteren Volvoxkulturen zu dem raschen Verfall derselben fiihren. 
Diese Versuche erschienen vor allem deshalb wichtig, weil beobachtet 
werden konnte, daf selbst bei Einsaat von nur einer einzigen, gut 
gewaschenen Volvoxkugel in ein 5 em? Erdabkochung enthaltendes 
Kulturrdhrehen die anfinglich gute Entwicklung nach 18—20 Tagen 
merklich nachlie& und bald ganz zum Stillstand kam. Deshalb wurden 
Volvoxkugeln 20 Tage in der Kulturlésung belassen, dann sorgfiltig alle 
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herausgenommen und frisch gewaschene kraftige Volvoxkolonien in 
- gutem Zustand in diese gleiche Kulturlésung gegeben. Bereits nach 
48 Std zeigten diese Kolonien ein krankliches Aussehen, wogegen die 
Kontrollen sich in Farbe und Schwimmfihigkeit durchaus normal ver- 
hielten. Wurde nun in diese Kulturlésung die dem Volumen entsprechen- 
de Menge Erdabkochung und Niahrsalze einzeln und auch zusammen ein- 
gebracht, so ergab sich bei allen Kulturen nach Zugabe aller Stoffe 
(ebenso auch nach Zugabe von Erdabkochung allein) ein neuer Ent- 
wicklungsimpuls, der sich aber nur 4—5 Tage hielt. Bei alleiniger Salz- 
zugabe war keine Wirkung sichtbar. 

Brachte man die Zugaben gleichzeitig mit den gesunden Kugeln in die 
alternde Nahrlésung, so trat auch hier gegeniiber den Kontrollen schnell 
eine Entwicklungshemmung ein, die immer mit einem Farbintensitits- 
verlust verbunden war. 

Gab man in diese alternde Nahrlésung von 20 Tagen eine Bakterien- 
suspension von a- und b-Stabchen in groBer Menge, lieB sie 48 Std darin, 
filtrierte dann durch Bakterienfilter ab und gab gesunde Kolonien dazu, 
so entwickelten sich diese gut weiter. Erweiterte man diesen Versuch 
dahingehend, dafi man der Loésung nochmals die volle Menge Erd- 
abkochung und Salz zugab, so schienen die Kulturen den Kontrollen 
gegentiber nur wenig schwacher in Bewegung und Farbe und entlieBen 
ihre Tochterkugeln nur etwa 50 Std spater als die Kontrollen; danach 
trat dann aber ein sehr deutlicher und rascher Verfall ein. 

Demnach scheint also der Hauptgrund fiir den relativ raschen Verfall 
alternder Volvoxkulturen nicht Nahrstoffmangel zu sein, sondern die 
Bildung schadlicher Stoffwechselprodukte. Nach Harper verlieren solche 
, Hemmstoffe’ haiufig durch Kochen ihre Wirksamkeit, was jedoch an 
unserem Material nicht festgestellt werden konnte. 

An den Volvox-Rohkulturen konnte beobachtet werden, daB bei 
Anwesenheit von Spirogyra spec. in der Kultur trotz eimem normalen 
Bakteriengehalt der Volvoxkugeln eine besonders rasche Schadigung der 
Volvoxkolonien eintritt. Selbst wenn zu Beginn der Kultur nur ein ein- 
ziger Spirogyra-Faden im Kulturroéhrchen vorhanden war, verschwanden 
die Volvoxkolonien binnen 8—10 Tagen vollstandig. Diese Beobachtung 
verdient hier besonders hervorgehoben zu werden, weil sie zeigt, wie unter- 
schiedlich die Bedingungen am natiirlichen Standort und in der kiinstlichen. 
Kultur sind; denn unter natiirlichen Bedingungen ist Volvox aureus sehr 
oft mit Spirogyra vergesellschaftet und bei bester Entwicklung zu finden. 


Diskussion der Ergebnisse 
In der algologischen Fachliteratur findet man immer wieder Berichte 
iiber ,,absolute’ Reinkulturen von Algen. Auf Grund unserer Unter- 
suchungen méchten wir die Vermutung aussprechen, dafi vielfach doch 
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Verunreinigungen mit Bakterien vorhanden gewesen sein mdgen. Der 
in den wtblichen, sehr nahrstoffarmen Nahrlésungen fiir Algen auf- 
tretende Bakteriengehalt ist héufig so gering, daB auch sorgfaltige 
mikroskopische Untersuchungen der Algen oder der Kulturflissigkeit 
das Vorhandensein von Bakterien nicht erkennen lassen. Erst bei 
kultureller Untersuchung sowohl der Algen als auch des Substrates 
kommen doch oft erstaunlich viele Bakterienkolonien auf den Agar- 
platten zur Beobachtung. In allen Fallen, wo es sich um wirklich absolut 
bakterienfreie Algenkulturen handeln soll, mufS daher der kulturelle 
Nachweis der Bakterienfreiheit gefordert werden. 

Bei Volvox aureus wurde durch die vorstehenden Versuche der Beweis 
erbracht, daB selbst bei kultureller Sterilitat des Waschwassers die darin 
gebadeten Volvoxkolonien noch Bakterien enthalten kénnen. Anschei- 
nend haften sie fest an oder in der gallertigen Hille der Mutterkugel. Wie 
die Méglichkeit der sterilen Herauspraparierung junger Tochterkugeln 
zeigt, ist das Innere der Volvoxkolonie aber frei von den Begleitbakterien. 

Die Befreiung der Volvoxkugeln von den Begleitkeimen gelingt mit 
den iiblichen Methoden nicht. Auch die Anwendung von Antibioticis ist 
hierfiir nicht geeignet, weil die Begleitflora wesentlich resistenter gegen 
die untersuchten Antibiotica ist als Volvox aureus. Die negativen 
Ergebnisse der Reinigungsversuche mittels antibiotischer Substanzen 
diirfen also nicht dahingehend interpretiert werden, dai etwa durch die 
Antibiotica zunachst die Begleitkeime vernichtet und dann erst auf 
Grund von deren Abwesenheit die Volvoxkolonien eingehen. 

Dak trotzdem Volvox aureus auf die Anwesenheit lebender Begleit- 
keime aus der Pseudomonas fluorescens-Gruppe angewiesen ist, zeigen die 
Untersuchungen an steril herauspraparierten Tochterkugeln. Wirklich — 
also auch kulturell — sterile Volvoxkulturen stellen nach Bildung 
weniger Tochtergenerationen ihre weitere Entwicklung ein und gehen 
zugrunde. Wenn genigend rechtzeitig eine Reinkultur der beiden stets 
mit Volvox aureus vergesellschafteten Keime (Pseudomonas) zugefiigt 
wird, kénnen dagegen die Kulturen am Leben erhalten werden und sind 
dann normal weiterfiihrbar. 

Die Tatsache, da auch bei Volvox aureus von verschiedenen, weit 
voneinander entfernt liegenden Standorten stets die beiden gleichen 
Begleitorganismen gefunden wurden, zeigt, daB es sich bei diesem 
Zusammenleben um eine Art enger Symbiose handeln mu’. Dem einen 
Partner (Volvox) ist das Vermégen zu selbstindiger Entwicklung ohne 
die entsprechenden Begleitkeime nicht mehr méglich. 

Uber den Wirkungsmechanismus lassen sich auf Grund der vorliegen- 
den Untersuchungen noch keine endgiiltigen Aussagen machen. Die 
Tatsache, daB auch mit sehr konzentrierten Kulturextrakten bzw. 
-filtraten keine entsprechenden Wirkungen erzielt werden konnten, 
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laBt vermuten, daB die stimulierende Wirkung der Begleitkeime auf 
Volvox aureus an die Gegenwart lebender Begleitbakterien gebunden ist. 
Diese Ansicht gewinnt an Gewicht, wenn man die sehr geringe Zahl von 
Keimen je Volvoxkugel in Betracht zieht. Wahrscheinlich wirken die 
beiden Begleitkeime in zweifacher Weise auf Volvo aureus: Zunachst ist 
an die Abgabe lebenswichtiger Stoffe (Vitamine? Wuchsstoffe?) zu 
denken, dann aber auch an den méglichen Abbau schadlicher Stoft- 
wechselprodukte. 

Unabhangig von diesen, spiteren Untersuchungen vorbehaltenen 
Fragen zeigt aber die Austauschbarkeit der Begleitkeime von Volvox- 
kolonien verschiedener Herkunft, daB es sich bei der hier beschriebenen 
Symbiose nicht um einen standortsgebundenen Sonderfall handelt, 
sondern um ein fiir Volvox aureus grundsatzlich geltendes Prinzip. Ob 
fiir andere Volvocales ahnliche oder gleiche Verhialtnisse gelten, mu8 
durch weitere Untersuchungen geklart werden. 


Zusammenfassung 


1. Es wurden die Bedingungen fiir eine absolute, also auch bakterien- 
freie Kultur von Volvox aureus Ehr. untersucht. 

2. Die Speciesreinkultur mit Erdabkochung gelingt bei Volvox aureus 
relativ leicht durch Waschen und Herauspraparieren reifer, bereits 
Tochterkugeln enthaltender Kolonien. 

3. Nur zwei Begleitbakterien aus der Pseudomonas fluorescens- Gruppe 
lassen sich auch durch noch so sorgfaltiges Waschen nicht entfernen. 

4. Wegen der grofen Empfindlichkeit der Volvoxkugeln gegen 
mechanische und chemische Einfliisse gelingt es nicht, die Begleit- 
bakterien durch Zentrifugieren, durch Antibiotica usw. zu verdrangen. 

5. Es wird eine Methode zum sterilen Herauspraparieren der Tochter- 
kugeln aus der Mutterhiille beschrieben, um bakterienfreie Volvoxkugeln 
zu erhalten. 

6. Im Gegensatz zu den mit den Begleitkeimen versehenen Volvox- 
kolonien gehen bakterienfreie Zuchten nach Bildung weniger Tochter- 
generationen ein. Ein rechtzeitiger Zusatz von Reinkultur-Suspensionen 
der beiden Begleitkeime fihrt zu einer Wiederherstellung der Ent- 
wicklungsfahigkeit. 

7. Volvox aureus von verschiedenen Standorten enthalt stets die 
gleichen beiden Begleitbakterien, dadurch sind Kombinationen mdglich. 

8. Irgendwelche stofflichen Einwirkungen seitens der Begleitkeime 
konnten mit keinem der versuchten Verfahren nachgewiesen werden. Die 
ginstige Wirkung auf Volvox aureus scheint an die Anwesenheit der 
lebenden Bakterienzellen gebunden zu sein. 
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9. Die beiden Reglettorraeieeneats von Voleox aureus lassen sicl 
keine der daraufhin untersuchten Bakterienarten aus Boden, Wasser und 
Luft ersetzen. 


Herrn Dozent Dr. E. Burcrk danke ich fiir die Anregung zu dieser Arbeit 
Herrn Prof. Dr. E. Binnine fiir die groBziigige Aufnahme in das Botanische | 
Institut. 
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